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ABSTRACT

To date, the genus Helicobacter consist of 26 different species and even more
species are yet to be characterized. Helicobacter has been detected in connection
with diseases in the liver and pancreas in humans and animals.

Helicobacter spp. are gram negative, curved, S-shaped or spiral shaped bacteria.
They are microaerophilic and have flagella that make them motile. Helicobacter,
present in the gastric mucosa neutralize the gastric acid through production of
urease that hydrolyses urea to ammonia and bicarbonate. Ammonia has toxic
effects on the gastric epithelium. The bacteria make way through the gastric
mucus layer and adhere to epithelial cells in the gastric mucosal layer. The
flagella and the urease are essential for enabling colonization. It is likely that it is
strong resistance to bile that enables some species to colonize the liver.

The purpose of this study was to evaluate a possible association between
hepatitis/pancreatitis and Helicobacter infection. Furthermore to find out if it is
possible to measure antibodies against Helicobacter in dogs and if it is possible to
use serology as a diagnostic method in dogs. The aim of the study was also to
compare presence of Helicobacter spp. in faeces to serology in healthy dogs.
Tissue samples from healthy dogs and dogs with diagnosed pancreatitis/hepatitis,
as well as stool samples from healthy dogs, were analysed by PCR regarding
occurrence of Helicobacter DNA. Content of antibodies in serum from 51 healthy
dogs was analysed by immunoblot and ELISA.

DNA from Helicobacter could not be detected in any of the tissue samples. DNA
from Helicobacter was detected in all stool samples, in most samples
Helicobacter canis and in some Helicobacter. sp. flexispira. Immunoblot and
ELISA results points to overall very high antibody reactivity against Helicobacter
canis and Helicobacter bilis.

Further work is needed to find out whether Helicobacter can cause hepatitis and
pancreatitis in dogs and it is also important to improve the method for evaluation
of antibodies against Helicobacter spp. in dogs.



SAMMANFATTNING

Idag finns det atminstone 26 namngivna Helicobacterarter och @nnu fler som dnnu
inte dr namngivna. Helicobacter har pavisats i samband med sjukdomar i lever
och pankreas pa bade minniska och djur.

Helicobacter ir gramnegativa, bojda, S-formade eller spiralformade bakterier. De
ar mikroaerofila och har flageller som gor dem rorliga. De arter som lever i
magsidcken neutraliserar magsyran genom produktion av ureas som hydrolyserar
urea till ammoniak och bikarbonat. Ammoniak &r toxiskt for magslemhinnan.
Bakterierna tar sig genom mukuslagret i magsédcken och adhererar till epitelceller
pa slemhinnan. Flagellerna och ureasen #r essentiella for att kolonisation ska
kunna ske. For arter som kan pavisas i levern &r det troligen kraftig motstandskraft
mot galla som mojliggor kolonisering av levern.

Syftet med detta arbete var att soka svar pa om det hos hund finns ett samband
mellan hepatit/pankreatit och Helicobacterinfektion samt om det gar att mita
antikroppar mot Helicobacter hos hund och om det dr mgjligt att nyttja
antikroppsserologi som diagnostisk metod pa hund. Arbetet syftade ocksa till att
ta reda pa hur forekomsten av Helicobacter i tarmen ser ut och hur den speglas av
antikroppssvaret.

Vivnadsprov fran friska hundar och hundar med diagnosticerad pankreatit/hepatit
och avforingsprov fran kliniskt friska hundar analyserades med PCR avseende
innehall av Helicobacter DNA. Forekomst av antikroppar i serum fran 51 friska
hundar analyserades med immunoblot och ELISA.

DNA fran Helicobacter kunde inte pavisas i nagot av viavnadsproverna. DNA fran
Helicobacter hittades i samtliga avforingsprover, i de flesta proverna fanns
Helicobacter canis och i nagra Helicobacter sp. flexispira. Immunoblot och
ELISA resultaten tyder pa Overlag vildigt hog antikroppsreaktivitet mot
Helicobacter canis och Helicobacter bilis.

Det behovs ytterligare studier for att ta reda pa om Helicobacter kan orsaka
hepatit/pankreatit pa hund, samma sak giller fragestdllningarna angaende
antikroppar pa hund.



INLEDNING
Allmant om Helicobacter

Det finns tva grundldggande typer av Helicobacter, gastriska som koloniserar
magsicken och enteriska som framst koloniserar bakre delen av tarmen men dven
gallgangar och lever (Nilsson, H.-O., 2004). Gastriska arter dr ureaspositiva
medan enteriska ofta dr ureasnegativa.

Pa grund av kraftiga morfologiska likheter mellan manga arter av Helicobacter
som dnnu ej namngivits anviands begreppet Gastric Helicobacter Like Organisms
(GHLO) det vill sdga Helicobacter liknande bakterier som pavisas i magsédcken
(Vajner et al., 2000).

Hur smittspridning av Helicobacter sker @ar oklart. En hypotes dr fekal-oral
smittvig, Helicobacterarter har ju kunnat pavisas i avforing (Dunn et al., 1997,
Fox et al., 1996¢). En annan teori dr oral-oral smittvig. Helicobacter pylori kan
pavisas i saliven pa infekterade ménniskor (Dunn et al., 1997) och har pavisats i
munhédlan pa experimentellt infekterade hundar. Detta berodde ej pa
kontamination vid endoskopering eftersom prov togs innan dess och inte heller pa
krikning da bakterierna kunde pavisas dven efter 24 veckor (Rossi et al., 1999).
Vattenburen infektion skulle kunna vara en viktig smittvig eftersom H. pylori har
isolerats fran ytvatten i USA och Sverige (Hegarty et al., 1999; Hulten et al.,
1998). Helicobacter salomonis kan Overforas fran tiken till valparna under
laktationsperioden (Hénninen et al., 1998).

Historik

Att man kan hitta spiralformade bakterier i djurs magsédckar har varit kint i mer dn
ett arhundrade. H. pylori identifierades for forsta gangen i magsicksbiopsier fran
minniska 1983 (Warren och Marshall, 1983). Bakterien (tillsammans med flera
andra Helicobacterarter) antogs till en borjan tillhora genus Campylobacter. Sedan
dess har man kommit fram till att det finns ett samband mellan infektion med H.
pylori och kronisk ytlig gastrit hos alla infekterade minniskor och att bakterien
kan orsaka magsar. Den dr ocksa en bidragande orsak till magsickskarcinom
(Parsonnet et al., 1991) och lymfom i magsicken (Wotherspoon et al., 1991).
Stora spiralformade GHLO pavisades i magsicksmukosan pa ménniska en kort tid
efter upptickten av H. pylori. Bakterien fick det provisoriska namnet
"Gastrospirillum hominis" (McNulty et al., 1989).

Denna art har senare efter 16S rDNA sekvensering fatt namnet Helicobacter
heilmannii (Solnick et al, 1994). Fortséttningsvis kommer det senare namnet att
anvindas ndr denna bakterie asyftas.

Den forsta stora GHLO som kunde odlas fram var Helicobacter felis, bakterien
fick sitt namn eftersom den isolerades forsta gangen fran en katts magsick (Lee et
al., 1988).

En grupp bakterier som ursprungligen isolerades fran aborterade farfoster
(Kirkbride et al., 1985) fick det provisoriska namnet ”Flexispira rappini” (Bryner
et al., 1987; Hinninen et al., 2005). Senare visades dessa bakterier tillhora genus
Helicobacter (Dewhirst et al., 2000). Flexispiragruppen inkluderar Helicobacter
bilis (Fox et al., 1995), Helicobacter trogontum (Mendes et al., 1996),
Helicobacter muridarum (Lee et al., 1992), Helicobacter aurati (Patterson et al.,
2000) och flera dnnu ej namngivna taxa som fatt de provisoriska namnen
Helicobacter sp. flexispira taxa 1-8 och 10 (Dewhirst et al., 2000). Hianninen et al.



(2005) visade att H. sp. flexispira taxa 2, 3, 8, vissa flexispirastammar hos hund
och katt samt H. bilis utgor en art.

Man har pa senare ar identifierat ett forhallandevis stort antal nya
Helicobacterarter. Idag finns det Atminstone 26 namngivna arter. Annu fler
bakteriearter med karakteristika typiska for Helicobacter har beskrivits men alla
ar inte namngivna (Whary et al., 2004).

Beskrivning av bakterien och dess patogenitetsmekanismer

Helicobacter #ar gramnegativa, bojda, S-formade eller spiralformade bakterier,
som 1 vissa fall kan anta en kockoid form. De &dr mikroaerofila, rorliga (har
flageller som de tar sig fram med) och de flesta dr katalaspositiva.

Hir foljer en mer ingaende beskrivning av utseendet hos ndgra av de
Helicobacterarter som har pavisats hos hund. H. felis har sparsamt foérdelade
periplasmara fibrer, enstaka eller i grupper om 2, 3 eller 4, pd kammen (kristan) av
den spiralformade kroppen. Helicobacter bizzozeronii saknar periplasmira fibrer
(Hanninen et al., 1996). H. salomonis har en kortare och tjockare cellkropp
(Jalava et al., 1997). H. sp. flexispira ir omvirad med periplasméra fibrer som ser
ut att ticka hela ytan (Eaton et al., 1996). Stora spiralformade organismer som
saknar periplasmira fibrer eller har en liten fiber i dalen pa den spiralformade
cellkroppen ér kanske de vanligaste GHLO hos hundar (Norris et al., 1999). H.
heilmannii tillhor denna grupp och saknar periplasmara fibrer, har upp till 14 uni-
eller bipolara flageller och 3-8 spiralringar (Stoffel et al., 2000). De ovanstaende
arterna dr alla stora (0,5 x 5-10 pum) spiralformade organismer. H. pylori ir
mycket mindre (0,5 x 1,5-3 um) och bojda eller S-formade (Neiger och Simpson,
2000). H. pylori kan ocksa anta en kockoid form (Bode et al., 1993a).

De arter som lever i magsidcken neutraliserar magsyran genom sin produktion av
ureas som sker pa bakterieytan och i cytoplasman. Ureas hydrolyserar urea till
ammoniak och bikarbonat. Ammoniak &r toxiskt for magslemhinnan. Bakterierna
tar sig genom mukuslagret i magsidcken och adhererar till epitelceller pa
slemhinnan. Flagellerna och ureasen ir essentiella for att kolonisation ska kunna
ske.

For arter som kan pavisas i levern (Helicobacter hepaticus, H. bilis, Helicobacter
canis och Helicobacter pullorum) dr det troligen kraftig motstandskraft mot galla
som mojliggdr kolonisering av levern (Fox et al., 1995; Stanley et al., 1993;
Stanley et al., 1994).

I en studie pa hund har man kommit fram till att ammoniak stimulerar basal
sekretion av pankreasenzymer, troligen via den Okade frisdttningen av gastrin.
Samtidigt har ammoniak dock ocksa en inhiberande verkan pa sekretionen detta
sker via direkt verkan pa pankreas acini (Jaworek et al., 2000).

Helicobacter pylori — patogenes hos méanniska

Det speciella med H. pylori ar att bakterien kan kolonisera magsicken trots dess
laga pH. Fore upptickten av Helicobacter trodde man inte att bakterier kunde leva
och foroka sig i en sadan miljo. Bakterierna ir ofta ojaimnt fordelade i magsickens
mukosa (Bayerdorffer et al., 1989).



Virulensfaktorer

Framkallande av inflammation i magsécken

Interleukin-8 (IL-8) &r en potent inflammationsmediator som drar till sig och
aktiverar neutrofiler. H. pylori kan framkalla utsondring av IL-8 fran
epitelceller i magsicken (Sharma et al., 1995).

Ett H. pylori protein okar neutrofilernas adhesion till endotelceller (Evans et
al., 1995).

H. pylori producerar ureas pa bakterieytan (Bode et al., 1993b; Dunn et al.,
1990) men en viss produktion sker ocksa i cytoplasman (Bode et al., 1993b;
Phadnis et al., 1996). Ureas stimulerar aktiveringen av mononukleéra
fagocyter och inflammatorisk cytokinproduktion (Harris et al., 1996).

H. pylori framkallar inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS) i makrofager in
vitro (Wilson et al., 1996). iNOS syntetiserar kvidvedioxid som 1 sin tur ir en
bidragande orsak till allmén immunologisk aktivering (Dunn et al., 1997).
Man har dven visat att om man har behandlat bort H. pylori reduceras iNOS i
magsicksepitelceller (Manick et al., 1996).

H. pyloris lipopolysackarider har en lag proinflammatorisk aktivitet (Muotiala,
1992).

“Platelet Activating Factor (PAF) &r en fosfolipidmediator som ér ett potent
sarframkallande dmne. PAF stimulerar magsyrasekretion via specifika
parietalcellreceptorer. Lyso-PAF produceras normalt av mukosaceller i
magsicken som svar pa gastrin. H. pylori kan metabolisera prekursorn lyso-
PAF till PAF (Sobhani et al., 1996).

Skadlig verkan pa magsédckens mukosabarriar

H. pylori producerar fosfolipas som skadar slemhinnan genom att bryta ner
fosfolipider i membranet.

Toxinet Vac A orsakar vakuolisering av slemhinnans epitel och celldod.
Ungefir hilften av H. pylori stammarna producerar detta toxin in vitro (Leunk
et al., 1988).

Ammoniak som produceras av ureas dr toxiskt for magsickens epitelceller
(Smoot et al., 1990).

Lipopolysackarider producerade av H. pylori stor magsidckens mukuslager
genom att paverka samspelet mellan mucin och dess mukosareceptorer (Dunn
et al., 1997).

H. pylori inducerar syntes av "Reactive Oxygen Metabolites” (ROS) i
magsidcksmukosan. Det finns ett positivt samband mellan midngden ROS,
infektionsméngden av H. pylori och skada i magsidcksmukosan (Davies et al.,
1994).

H. pylori forefaller framkalla apoptos av epitelceller i magsidcken (Manick et
al., 1996; Moss et al., 1996) och orsaka DNA-skada, inducerad av fria
syreradikaler i infekterad magsdcksmukosa (Baik et al., 1996).



Férédndring av magséckens fysiologi

H. pylori minskar sekretionen av det syrainhiberande hormonet somatostatin och
okar sekretionen av det syrastimulerande hormonet gastrin (Calam, 1995).

Kolonisationsfaktorer

e Rorlighet dr en essentiell kolonisationsfaktor. Normalt har H. pylori tva till sex
polira, flageller som gor bakterierna rorliga. Dessa behovs for att bakterierna
ska kunna ta sig igenom mukuslagret innan de adhererar till slemhinnan.

e Ureas &r ocksa essentiellt for kolonisation. Ureas hydrolyserar urea till
ammoniak och bikarbonat sa att pH neutraliseras.

® H. pylori adhererar till receptorer i magsidckens epitel med hjilp av specifika
adhesiner.

e Katalas och superoxid dismutas produceras av H. pylori. Enzymerna kan
eventuellt forhindra att neutrofiler fagocyterar och avdodar bakterierna (Dunn
et al., 1997).

Paverkan pa pankreas

Via ammoniak, lipopolysackarider, aktivering av leukocyter och frisittande av
proinflammatoriska cytokiner skulle H. pylori teoretiskt kunna paverka pankreas
fysiologi och paverka sjukdomsforloppet vid sjukdomar i exokrina pankreas
(Manes et al., 2003). Ammoniak stimulerar basal sekretion av pankreasenzymer
troligen via den okade frisdttningen av gastrin men inhiberar stimulerad sekretion
troligen via en direkt verkan pa pankreas acini (Jaworek et al., 2000).

Exokrin pankreassekretion inhiberas av somatostatin (Domschke et al., 1977,
Hanssen et al., 1977) vars sekretion ju inhiberas av H. pylori. Detta ger att H.
pylori indirekt stimulerar exokrin pankreassekretion. Den Okade syrahalten i
duodenum kan stimulera pankreassekretion genom frisdttande av sekretin (Hamlet
och Olbe, 1996). Savarino et al. (2000) har dock visat att magsidckens pH-
variationer hos patienter med kronisk pankreatit inte skiljer sig fran monstret hos
normala individer.

Sjukdomar i lever och pankreas hos manniska och djur associerade
med Helicobacter

Pa senare ar har olika Helicobacterarter hittats i levern och pankreas hos
ménniskor och djur, med olika grader och former av sjukdomstillstand i dessa
organ. Det behovs ytterligare studier for att utreda om Helicobacterarter kan vara
orsak till dessa sjukdomar eller inte.

H. pullorum har isolerats fran levern pa kycklingar med hepatit (Stanley et al.,
1994). Helicobacter cinaedi har isolerats fran levern pa en rhesusapa med hepatit
(Fox et al., 2001). Det har visats att H. bilis infekterar levern hos gnagare och
nirvaron av bakterien har varit forenad med hepatit och leverneoplasi (Fox et al.,
1995). Shomer et al. (2001) visade att experimentell infektion med en ny
ureasnegativ Helicobacterart kan orsaka bland annat hepatisk flebotrombos,
hepatit och kolangiohepatit pa moss. H. sp. flexispira har isolerats fran tva
aborterade lamm med fokal levernekros (Dewhirst et al., 2000; Kirkbride et al.,
1985). En Helicobacterart har via PCR pavisats i levern pa flera illrar med kronisk



kolangiohepatit med cellulédr proliferation (fran hyperplasi till neoplasi). Illrarna
var inte besldktade men levde i samma milj6 (Garcia et al., 2002).

H. hepaticus ar en ny Helicobacterart som infekterar levern hos moss. Bakterien
har visats ha samband med kronisk hepatit och levertumorer (Fox et al., 1994;
Ward et. al.,, 1994). Kronisk infektion med bakterien har visats paskynda
utvecklingen av levertumorer, 6ka antalet tumorer samt paskynda utveckling fran
benigna till maligna tumorer (Diwan et al., 1997). Nir Ihrig et al. (1999)
inokulerade moss med H. hepaticus kunde de visa att det finns en genetisk
disposition for mottaglighet for Helicobacterinducerad leversjukdom. Bakterien
orsakar en multifokal leverskada med fokal nekros, fokal nonprulent
inflammation, fokal kolangit och vaskulit som ledde till gallgangshyperplasi,
hepatomegali, hepatocelluldr proliferation och pa gamla moss hepatom eller
hepatocellulért karcinom (Fox et al., 1996a; Ward et al., 1994). Bakterierna fanns
vanligtvis i gallgangarna. Bade vid naturlig och experimentell infektion var
sjukdomsforloppet langsamt och smygande (Ward et al., 1994).

Fran gallblasan pa hamstrar med kolangiofibros och centrilobuldr pankreatit har
Helicobacter cholecystus isolerats (Franklin et al., 1996). Helicobacter marmotae
har identifierats fran levern pa skogsmurmeldjur. Flera av skogsmurmeldjuren
hade hepatocellulart karcinom (HCC) som dr associerat med hepatitvirusinfektion
(Fox et al., 2002).

De senaste aren har det kommit 6kade bevis for att infektion med H. pylori kan
paverka pankreas (Manes et al., 2003). Infektion med H. pylori pa ratta gor
ischemiinducerad pankreatit allvarligare och forvérrar storningar i pankreas
mikrocirkulation vid akut pankreatit (Warzecha et al., 2002).
Undersokningsresultat indikerar att Helicobacterarter kan finnas i levern pa
humanpatienter med primirt leverkarcinom men deras eventuella roll 1
karcinogenesen, dven om den dr trolig, bevisades inte i studien (Avenaud et al.,
2000). H. pylori och andra Helicobacterarter har dven senare med PCR pavisats i
levern pa humanpatienter med kolangiokarcinom och hepatocellulért karcinom
(Nilsson, H.-O. et al., 2001).

Med hjilp av PCR kunde Helicobacterarter (H. bilis, H. sp. flexispira respektive
H. pullorum) pavisas i 13 av 23 gallprover och 9 av 23 gallblasvdvnadsprover fran
humanpatienter med kronisk kolecystit. Detta stodjer teorin om ett samband
mellan gallresistenta Helicobacterarter och gallblasesjukdom (Fox et al., 1998).

I en studie av Murata et al. (2004) pavisades H. bilis hos 4 av 14 humanpatienter
med gallgangscancer. Forfattarna drog slutsatsen att H. bilis infektion kan spela en
roll vid gallgangscancer. I en annan studie pavisades H. bilis med PCR i en
signifikant hogre incidens i galla fran humanpatienter med gallgangs och
gallblasecancer in fran patienter med gallsten/kolecystit eller pankreassjukdomar.
Det antogs att H. bilis infektion i gallan kan paverka risken for cancer i gallgangar
och gallblasa (Matsukura et al., 2002).

Silva et al. (2003) fann genom resultaten i sin studie stod for hypotesen att
Helicobacter dr associerad med patogenesen av human kolelitiasis
(gallstenslidande) och kolecystit. DNA fran Helicobacter kan pavisas med PCR i
gallan hos humanpatienter med gallgangssjukdomar (Roe et al., 1999).

H. pylori har visats vara associerad med bland annat primir skleroserande
kolangit, primir gallgangscirros, autoimmun hepatit och hepatit C virus relaterad
leversjukdom som triggar autoimmuna f6ljdsjukdomar. Gensekvenser fran
Helicobacterarter och H. pylori pavisades i human levervivnad med PCR och
DNA sekvensering hos patienter med kolestatisk leversjukdom (primir



skleroserande kolangit och gallgangscirros), men var sillsynta vid icke kolestatisk
levercirros (Nilsson, H.-O. et al., 1999). Primir gallgangscirros karakteriseras av
en immunologisk process mot gallgangsepitel. Dohmen et al. (2002) visade att H.
pylori infektion kan inducera autoimmunt svar i utvecklingen av primér
gallgangscirros. Pavisande av Helicobacterarter var i en studie signifikant
vanligare hos patienter med kolestatisk sjukdom (primér skleroserande kolangit
eller primidr gallgangscirros) dn hos patienter med andra sjukdomar och friska
personer (Nilsson, H.-O. et al., 2000). Prevalensen av serumantikroppar mot H.
pullorum, H. bilis och H. hepaticus var signifikant hogre hos patienter med
autoimmuna kroniska leversjukdomar (primér skleroserande kolangit och
autoimmun hepatit) dn hos friska personer (Nilsson, I. et al., 2003). Kronisk
hepatit kan utvecklas till cirros och hepatocellulért karcinom. Dore et al. (2002)
konfirmerar i sin studie nirvaron av H. pylori i human lever. Deras resultat pekar
dessutom mot ett samband mellan Helicobacter spp. och hepatit C virus relaterad
kronisk leversjukdom. Autoimmun pankreatit forekommer i nidstan 60 % av fallen
samtidigt som de andra autoimmuna sjukdomarna ovan. Helicobacter antas
inducera autoimmunitet och apoptos (Kountouras et al., 2005).

Helicobacterarter har pavisats i pankreas hos humanpatienter med pankreaskancer
(Nilsson, H.-O. et al., 2002). Dock har man i studier kommit till slutsatsen att H.
pylori inte dr mer prevalent vid kronisk pankreatit &n hos den dvriga populationen
(Manes et al., 1998; Savarino et al., 2000). Detta stimmer overens med resultatet
av en studie som syftade till att ta reda pa om humanpatienter med kronisk
pankreatit hade H. pylori i pankreasvitskan. Inga H. pylori ureas-C gener kunde
detekteras i pankreasvitskan. Forfattarna papekade dock att det dr mojligt att
infektion med andra Helicobacterarter forekommer vid kronisk pankreatit (Di
Campli et al., 2000).

Helicobacter hos hund
Helicobacterinfektion hos hund

GHLO har visats vara vanliga (nidstan allmént forekommande) pa bade till synes
friska hundar och hundar med gastrointestinal sjukdom (Eaton et al., 1996;
Happonen et al., 1998; Hermanns et al., 1995; Strauss-Ayali, 1999). Diaremot kan
Helicobacterarter endast isoleras genom odling hos en minoritet av hundarna.
Utifran det kan slutsatsen dras att majoriteten av hundarnas GHLO inte &r
odlingsbara med konventionella metoder (Buczolits et al., 2003; Cattoli et al.,
1999).

De flesta GHLO som hittas pa hund &r stora spiralformade organismer (0,5 x 5-10
um) och kan inte sédrskiljas med hjidlp av ljusmikroskopering (Neiger och
Simpson, 2000).

GHLO har hittats i hundars magséckar i eller under mukus pa ytan i foveolae
gastricae, kortlar och parietalcellscanaliculi(Eaton et al 1996; Henry et al., 1987,
Yamasaki et al., 1998). Henry et al. (1987) hittade bakterierna i storst antal i
kardia och omradet vid fundus-pylorusévergangen. De morfologiska foriandringar
som sdgs i hundarnas magsickar var lymforetikuldr hyperplasi, dilatation av
parietalcellscanaliculi och degeneration av individuella parietalceller (Henry et al.,
1987). Eaton et al. (1996) pavisade bakterierna i kardia, fundus och de frimre
regionerna av magsicken. Fran vissa av hundarnas magsickar lyckades de odla
fram specifika Helicobacterarter, bland annat H. felis och H. bilis.



Kliniskt friska hundar hade en hogre prevalens av GHLO i4n sjuka hundar i en
studie av Yamasaki et al. (1998). Neiger och Simpson (2000) trodde att det kunde
bero pa att de sjuka hundarna nyligen behandlats med antibiotika eller att de hade
ett vildigt aktivt immunforsvar.

Hundarnas levnadsforhallanden kan vara en faktor av betydelse med tanke pa att
en hogre prevalens av GHLO kan ses hos hundar som lever exempelvis pa en
kennel @n hos hundar som &r husdjur (Eaton et al., 1996).

Gnotobiotiska hundar som experimentellt infekterats med H. pylori var persistent
infekterade i magsdckens mukosa atminstone 1 manad. Det visades ocksa att H.
pylori kan Overforas via kontakt mellan hundar (oralt-oralt eller fekalt-oralt)
(Radin et al 1990).

I en studie fann man H. felis pa mukosaytan, i foveolaec gastricae och i
kortelepitelceller (Haziroglu et al., 1995). I en annan studie pavisades H. felis
magsidcksmukus intill eller ovanpa de inflammerade omradena. Ibland kunde
bakterierna dock ses i parietalcellernas canaliculi (Lee et al., 1992).

Det forekommer saminfektioner med flera Helicobacterarter pa hundar (Happonen
et al., 1996b; Jalava et al., 1998). A andra sidan har H. salomonis infektion hos
valpar experimentellt kunnat undertryckas med H. bizzozeronii (Hinninen et al.,
1998).

Att H. canis kan pavisas i avforing, dr galltolerant och saknar ureasaktivitet visar
att bakterien koloniserar tarmen och inte magsédcken (Stanley et al., 1993). Nir H.
canis pavisades i levern pa en hundvalp med hepatit fanns bakterierna i utkanten
av leverlesionen och verkade vara lokaliserade i gallgangarna (Fox et al., 1996b).

Forekomst av Helicobacter hos hund, olika arter

Ett flertal arter av Helicobacter har hittills pavisats pa hund.

H. felis har av Paster et al. (1991) visats vara en ny art, arten hade isolerats fran
magsicken pa hundar och katter. Denna art har sedan isolerats fran magsécken pa
hundar vid ett flertal tillfdllen (Cattoli et al., 1999; Eaton et al 1996; Haziroglu et
al., 1995).

H. bizzozeronii isolerades som en ny art for forsta gangen fran magséicksbiopsier
pa hund av Hénninen et al. (1996). Sedan har H. bizzozeronii isolerats vid fler
tillfallen (Cattoli et al., 1999; Happonen et al., 1998; Jalava et al., 1998).

H. salomonis isolerades som en ny art for forsta gangen av Jalava et al. (1997) i
magsidcken pa hundar. Bakterien har ocksa isolerats senare (Happonen et al.,
1998; Jalava et al., 1998,).

H. heilmannii har isolerats fran hundars magsdckar (Happonen et al., 1996b;
Priestnall et al., 2004; Thomson et al., 1994).

H. sp. flexispira dr en grupp Helicobacter som har isolerats fran hundars
magsicksmukosa (Jalava et al, 1998). Bakterierna har ocksa isolerats fran
hundavforing (Misawa et al., 2002). H. bilis, en art ingaende i denna grupp, har
isolerats av Eaton et al (1996) fran magsdcken pa hundar.

H. pylori isolerades for forsta gangen pa hund av Buczolits et al. (2003).

H. canis har isolerats fran hundavforing (Stanley et al., 1994). H. canis har ocksa
isolerats fran hundlever (Fox et al., 1996b). H. cinaedi har isolerats fran
hundavforing vid flera tillfallen (Kiehlbauch et al., 1995; Misawa et al., 2002).



Sjukdom hos hund pa grund av Helicobacter

Helicobacter har pavisats hos hundar med flera olika sjukdomar men nér det
giller flertalet av dessa har det hittills inte kunnat faststéllas huruvida bakterien dr
orsak till dessa tillstand eller inte. Helicobacter kan ju ocksa pavisas hos manga
helt friska individer.

H. canis har kunnat isoleras fran en hundlever med multifokal nekrotiserande
hepatit. Det idr troligt men inte bevisat att valpen hade smittats in utero (Fox et al,
1996b). Arten har ocksa isolerats fran avforing hos hundar med diarré men dven
fran friska hundar (Stanley et al, 1994).

Hos hundar infekterade med Helicobacter dr det vanligt att mild gastrit med
lymfocyter och plasmaceller ses (Happonen et al., 1996b; Eaton et al., 1996).
Eaton et al. (1996) ansag utifran sin studie att det dr mojligt att GHLO kan leda till
gastrit hos vissa individer eller att vissa bakteriearter leder till gastrit. De ansag
dock att det dr troligt att inte ens stora mdangder GHLO ér kliniskt signifikanta hos
friska hundar utan underliggande sjukdom. Henry et al (1987) ansag det vara
troligt att GHLO ingar i normalfloran i hundmagsickar eftersom bakterierna i
deras studie var sa vanliga hos friska hundar.

Infektion med H. felis dr enligt Lee et al. (1992) en trolig orsak till lymfofollikulir
gastrit. Gastrit associerad med H. felis har hittats hos hund (Haziroglu et al.,
1995). Peyrol et al. (1998) visade att adherens av H. felis liknande bakterier till
epitelceller och intracelluldr penetration kunde orsaka fokal nekros och
kortelatrofi. Pa Specific Pathogen Free (SPF) hundar som experimentellt
infekterats med H. felis kunde dock inga patologiska foridndringar av betydelse
pavisas (Simpson et al., 1999).

H. heilmannii har orsakat gastrit pa hund (Thomson et al., 1994).

Hundar som experimentellt infekterats med H. pylori utvecklade kronisk, aktiv
gastrit (Radin et al 1990). I en studie pa beaglehundar av Rossi et al. (1999)
orsakade experimentellt inducerad infektion med H. pylori bade akuta symtom
(krdkningar och diarré 1 1-2 veckor) och kronisk gastrit.

Peyrol et al (1998) fann att H. bizzozeronii liknande bakterier verkade vara
ickepatogena pa beaglehundar. Daremot sa visade de att adherens av bakterier
liknande H. felis till epitelceller och intracelluldr penetration kunde orsaka fokal
nekros och kortelatrofi.

Vajner et al. (2000) kom fram till att sar i magsédcksslemhinnan blev allvarligare
ju djupare i magsidcksslemhinnan mikroberna var lokaliserade. I motsats till
Peyrol et al (1998) ansag han dock inte att bakteriens art hade betydelse.
Happonen et al. (1996b) kunde i sin studie inte visa pa nagot statistiskt signifikant
samband mellan GHLO och inflammationsparametrar. Inte heller Hermanns et al
(1995) kunde med sidkerhet faststdlla att bakterierna var orsak till de
histopatologiska forandringar som de hittade pa hundarna i sin studie.

Hur pavisas Helicobacter?

Prevalensen av GHLO hos hundar édr beroende av teknikerna som anvénds for att
pavisa bakterierna. I studier som anvinder flera diagnostiska tester eller inkluderar
en analysmetod med hog sensitivitet som exempelvis PCR kan en hogre prevalens
ses (Neiger och Simpson, 2000; Eaton et al., 1996; Happonen 1998).
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Invasiva tester

Invasiva tester kriver biopsitagning eller vdvnadsprov. Vid biopsitagning fran
magsidck dr det viktigt att djuren fastas innan for att minska antalet
kontaminerande organismer (Jalava et al., 1998).

Odling

Helicobacter spp. dr svarodlade men ett antal olika arter kan odlas fram om ritt
isoleringsmetoder anvinds (Jalava et al., 1998). Odling har tva huvudsakliga
fordelar, mojliggor kontroll av behandlingsresistens och de erhallna isolaten kan
karakteriseras 1 detalj (Dunn et al., 1997). Taxonomisk klassifiering kan grunda
sig pa odling med konventionella fenotypiska analyser (Jalava et al., 1998) eller
PCR (se nedan) (Neiger och Simpson, 2000).

Touch cytologi

Touch cytologi med Gram eller Diff Quik (Dade, Diidingen, Schweiz) firgning dr
ett enkelt, snabbt och sensitivt test for pavisning av GHLO (Happonen et al.,
1998; Neiger och Simpson 2000).

Transmissionselektronmikroskopi

Elektronmikroskopi har anvénts for att skilja pa Helicobacterarter med hjilp av
typiska morfologiska kriterier (Eaton et al., 1996; Hénninen et al., 1996 och
Peyrol et al., 1998). Detta dr (om anvinds ensamt) inte ett helt sidkert sitt att
sarskilja olika arter (Neiger och Simpson, 2000) eftersom bakteriemorfologin
varierar in vivo och in vitro (Eaton et al., 1996 och Jalava et al., 1998).

Snabbureastest

Nistan alla gastriska Helicobacterarter producerar ureas (Happonen et al., 1996a).
Néar snabbureastest genomfors inkuberas biopsimaterial 1 ureabuljong
innehéllande fenolr6tt som pH-indikator. Niér urea bryts ner till ammoniak stiger
pH och en firgforiandring sker. Diagnos hos djur fas normalt inom 1-3 timmar
(Neiger och Simpson, 2000).

Histopatologi

Nir man gor histopatologisk undersokning kontrollerar man om det gar att se
Helicobacter bakterier i biopsimaterialet. Flera biopsier fran olika delar krivs
eftersom bakterierna kan vara vildigt ojamnt fordelade (Neiger och Simpson,
2000).

Man kan anvinda sig av specialfidrgningar som silverfargning -Warthin-Starry
(Eaton et al., 1996), Giemsa (Hermanns et al., 1995) eller toluidinblatt (Happonen
et al., 1996b) for att gora bakterierna synligare. En sensitiv fargningsteknik som
kombinerar H & E, Steiner silverfarg och alcian blue har utvecklats (Genta et al.,
1994).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Det finns idag mojlighet att med hjdlp av PCR identifiera ett stort antal
Helicobacterarter (Eaton et al., 1996; Strauss Ayali et al., 1999b). Taxonomisk
klassifiering grundar sig huvudsakligen pa 16SrRNA och 23S rRNA sekvensen
samt DNA hybridisering (Neiger och Simpson, 2000; Jalava et al., 1999). I en
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nyligen genomford studie identifierades bland annat proteiner specifika for H.
bilis och H. hepaticus. Primers designade fran dessa gener kan anvindas vid PCR-
identifikation som &dr simultan och specifik for arterna (Feng et al., 2005).

16S rRNA gensekvensanalys fungerar inte for artidentifiering nér det géller vissa
Helicobacterarter (Hanninen et al., 2005; Jalava et al., 1998). Exempelvis sa har
H. bizzozeronii, H. felis, H. heilmannii och H. salomonis 16S rDNA-sekvenser
som kan vara mer 4n 98 % lika (Jalava et al., 1997).

En ny specifik och kénslig 16S rDNA-baserad PCR analys har utvecklats.
Metoden baseras pa amplifiering av ett fragment pa 78-baspar (primers valdes
fran regioner pa den 16S rRNA-kodande genen, som har det aktuella fragmentet
som mal) som &r unikt for H. bizzozeronii, H. felis och H. salomonis.
Analysmetoden fungerar pa biopsier som infrusits i féarskt skick och
formalinfixerade paraffininbaddade magsicksbiopsier. Inte heller denna metod
kan sarskilja. ~de tre arterna (De  Groote et al., 2001).

Icke invasiva tester
Urea andningstest och blodtest

Vid ureatester av utandningsluft och blod anvinds urea mérkt med isotopiskt
stabil °C eller radioaktiv "*C. Ureas som producerats av Helicobacter klyver
peroralt intagna mérkta ureamolekyler till ammoniak. De frigjorda, mérkta
kolatomerna absorberas till blodet och foljer med utandningsluften.
Utandningsluften samlas upp och analyseras. Det dr ocksa mgjligt att analysera
blodprov avseende kolatomer (Dunn et al., 1997).

Detektion av antikroppar

Serologiska tester dr snabba och litta att utféra och kan automatiseras (Nilsson, 1.
et al., 1997). Antikroppsreaktivitet mot Helicobacter kan mitas med serologi
sasom Enzyme Linked Immusorbent Assay (ELISA) eller immunoblot. Serologi
som analysmetod pa hund kompliceras av att hundar kan vara infekterade med
flera olika Helicobacterarter samtidigt (Jalava et al., 1998). Strauss-Ayali et al
(1999) anser att en kombination av serologiska metoder (immunoblot och ELISA)
for diagnos av infektion med gastriska Helicobacter verkar lovande.
Kombinationen &r en vildigt specifik och mattligt sensitiv indikator pa infektion.
Nir man startar upp en ny ELISA eller immunoblot analys behdvs serumprov fran
sant positiva och negativa fall for att man ska kunna definiera brytpunktsvirden
och specificitet (Kornilovska et al., 2002).

Jalava et al. (1998) rekommenderar SDS-PAGE (en form av elektrofores som
anviands for att separera extraherade ytproteiner) for artidentifiering av gastriska
Helicobacterarter.

Antikroppar mot Helicobacter, manniska — djur

Antikroppsreaktiviteten mot Helicobacter spp. kan som tidigare nimnts métas
med ELISA eller immunoblot. Det har visats att flera olika Helicobacterarter kan
ge upphov till antikroppssvar. Tva veckor efter infektion hade fem infekterade
hundar detekterbara IgM och IgG serum antikroppar mot H. felis (Lee et al.,
1992). Serokonvertering kunde ocksa pavisas pa SPF-hundar som experimentellt
infekterats med H. felis (Simpson et al., 1999).
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Hos hundar som experimentellt infekterats med H. pylori kunde specifika IgG-
titrar uppmaétas med hjilp av ELISA (Radin et al., 1990; Rossi et al., 1999). H.
hepaticus ger kraftigt forh6jda antikroppstitrar pa moss (Ward et al., 1994).

Det har visats att prevalensen av serumantikroppar mot H. pullorum, H. bilis och
H. hepaticus var signifikant hogre hos humanpatienter med autoimmuna kroniska
leversjukdomar &dn hos friska personer (Nilsson, I. et al., 2003).

Zoonosrisk

Thomson et al. (1994) visade att H. heilmannii 6verforts fran en sillskapshund till
en 12-arig flicka. Bakterien orsakade behandlingsbar gastrisk sjukdom hos dem
bada.

I en studie visade Stolte et al. (1994) att en majoritet av patienter infekterade med
H. heilmannii hade haft kontakt med djur. Forfattarna ansag att detta indikerade
att H. heilmannii 6verfors till ménniska fran djur. Meining et al (1998) visade i
enkitbaserad studie pa ett signifikant samband mellan H. heilmannii infektion pa
ménniska och kontakt med hundar, katter eller grisar. Deras slutsats var att grisar,
katter och hundar verkar vara reservoarer vid transmission av H. heilmannii. 1 en
annan studie fann man en hog prevalens av H. heilmannii infektion med samtidig
gastrit hos mainniskor. Det fanns statistiskt signifikanta skillnader mellan
manniskor boende pa landet respektive i stadsmiljo. Prevalensen var hogst pa
landet. Forfattarna ansag att detta skulle kunna bero pa dverforing av infektionen
fran djur, eftersom kontakt mellan ménniskor och djur dr vanligare i byar &n
stiader. (Svec et al., 2000) I en studie var hundarna infekterade med stammar av
H. heilmannii som skiljer sig fran dem som infekterar ménniska och svin,
forfattarna ansag det darfor troligt att risken for 6verforing av infektion fran hund
till ménniska &r liten (Priestnall et al. 2004).

Kliniskt friska hundar skulle kunna vara en potentiell reservoar for GHLO-
infektion pa minniska eftersom de visades vara vanliga pa friska hundar
(Yamasaki et al., 1998). Risken for overforing av stora GHLO till minniskor dr
troligen ganska liten (Eaton et al., 1996; Neiger och Simpson, 2000), med tanke
pa att over 90 % av hundar och mindre dn 0,5 % av minniskor hérbérgerar
GHLO. Hygien dr énda viktig for att minska riskerna for infektion (Neiger och
Simpson, 2000).

H. felis har pavisats i magsicksbiopsi fran ménniska (Germani et al., 1997). H.
bilis har med tanke pa dess breda virdspektrum kapacitet for zoonotisk dverforing
(Hénninen et al., 2005). I och med att H. pylori har isolerats pa hund (Buczolits et
al. 2003) finns det ju ocksa en risk for overforing av denna bakterie.

Det kliniska problemet: hepatit och pankreatit

Akut hepatit och pankreatit dr vanliga medicinska problem hos hund. Dessutom
finns en uttalad recidivrisk. Etiologin dr ofta okénd. En teori &r att infektion med
Helicobacterarter skulle kunna ha samband med de bada sjukdomstillstanden.

Pankreatit

Normalt aktiveras inte digestionsenzymerna (amylas, lipas, fosfolipas A och
elastas) forrdn de kommer ut i tarmen. Man tror att pankreatit utvecklas nir
digestionsenzymer aktiveras 1 pankreas med resulterande autodigestion av
pankreas. Det dr framfor allt fosfolipas A och elastas som star for autodigestionen
av pankreas.
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Akut

Djurdgare med hundar som drabbats av pankreatit soker veterinir pa grund av att
hunden &dr dampad, inte iter, kriks och ibland har diarré. Vid allvarlig pankreatit
kan hunden ga in i chock och kollapsa.

Vid klinisk undersokning finner man smérta vid bukpalpation (dock ej hos alla
hundar), mild till mattlig dehydrering och feber. Ibland kan en resistens i frimre
delen av buken palperas och hunden kan ha mild ascites. Alla aldrar kan drabbas,
men hundarna #r vanligen medelalders eller #ldre, ibland feta och symtomen kan
ha kommit efter intag av en stor méngd fet mat.

Kronisk

Kronisk pankreatit karakteriseras av irreversibla morfologiska forindringar som
kan leda till bestaende funktionsforsdmring. Symtomen dr véldigt varierande och
ospecifika. Kronisk pankreatit kan hos hund sdgas vara akut recidiverande
pankreatit.

Hepatit

Hepatit dr inflammation i levern som kan bero pa for levern toxiska dmnen
(diskuteras ej i denna uppsats) eller infektion. Utifran inflammationens utbredning
kan man ofta avgora hur inflammationen har uppstatt. Hematogen infektion
brukar ge multifokala lesioner. Infektioner ascenderande via gallgangarna ger i
inledningsskedet kolangit och sa smaningom kolangiohepatit.

Hundar med akut hepatit far symtom som feber, nedsatt allmaintillstand,
krakningar och buksmértor.

Syfte med studien

Detta arbete ar en pilotstudie med foljande fragestéllningar:
¢ Finns det hos hund ett samband mellan hepatit/pankreatit och férekomst av
Helicobacter spp?

e Kan vi mita antikroppar mot Helicobacter hos hund och gar det att nyttja
antikroppsserologi som diagnostisk metod pa hund?

¢ Finns det en skillnad avseende antikroppsforekomst hos friska hundar
respektive hundar med hepatit/pankreatit?

e Hur ser forekomsten av Helicobacter i tarmen ut och hur speglas den av
antikroppssvaret?
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MATERIAL OCH METODER

Prover

Alla prover skickades till Avdelningen for Medicinsk Mikrobiologi vid Lunds
Universitet for analys.

Avféringsprov

Avforingsprov togs fran 17 kliniskt friska hundar av olika aldrar och raser.
Proverna placerades i provror och forvarades sedan vid - 20°C.

Védvnadsprov

Alla vdvnadsprov var fixerade i 10 % buffrat formalin och paraffininbdddade.

Lever

Forsdksgrupp

Foljande kriterie behovde vara uppfyllt for att en leverbiopsi/ett leverviavnadsprov

skulle fa inga:

¢ Patologanatomisk diagnos skulle vara faststilld och kunde vara akut hepatit,
kronisk dissekerande hepatit eller kronisk kolangiohepatit.

Leverbiopsi togs fran en hund som inkom till KM Smadjur med kliniska tecken pa
hepatit. Diagnosen kronisk, dissekerande hepatit stilldes. Sex stycken biopsier
med diagnoserna akut purulent hepatit, kronisk kolangiohepatit med gallstas,
kronisk dissekerande hepatit (tva stycken) och akut hepatit (tva stycken) valdes ut
efter sokning i arkiven pa avdelningen for patologi, farmakologi och toxikologi,
SLU.

Kontrollgrupp

Foljande kriterie behdvde vara uppfyllt for att ett levervavnadsprov skulle fa inga:
¢ Provet skulle ha genomgatt histopatologisk undersokning utan att nagra
sjukliga fordndringar pavisats.

Tva vivnadsprover togs fran hundar som dott eller avlivats av annan orsak dn
sjukdom i lever och pankreas.

Pankreas

Forsdksgrupp

Foljande kriterie behdvde vara uppfyllt for att ett pankreasvavnadsprov skulle fa

inga:

e Patologanatomisk diagnos skulle vara faststilld och kunde vara akut
pankreatit, akut nekrotiserande pankreatit eller kronisk pankreatit.

Efter sokning i arkiven pa avdelningen for patologi, farmakologi och toxikologi,
SLU valdes tva stycken vivnadsprover med diagnoserna akut pankreatit och akut
nekrotiserande pankreatit ut.

Kontrollgrupp
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Foljande kriterie behdvde vara uppfyllt for att ett pankreasvavnadsprov skulle fa

inga:

e Provet skulle ha genomgatt histopatologisk undersokning utan att nagra
sjukliga fordndringar pavisats.

Fyra vdvnadsprover togs fran hundar som dott eller avlivats av annan orsak dn
sjukdom i lever och pankreas.

Blodprov fér serologi

Blodprov togs med vacutainer, serumrdr anvidndes. Blodet centrifugerades
varefter serumet pipetterades upp och fordes oOver till 5 ml plastror. Dessa
forvarades sedan vid -20°C.

Prov togs pa 51 friska hundar som inte drabbats av hepatit, pankreatit eller gastrit.
De fick ej heller sta pa immunosuprimerande behandling (exempelvis kortison).

Helicobacter DNA i biopsier och avforing

Biopsierna och avf6ringen analyserades med avseende pa innehall av Helicobacter
DNA.

Extraktion av DNA...

... frén avféringsprover

DNA extraherades fran 200 mg avforing med hjilp av QIAamp® DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Tyskland) enligt tillverkarens instruktioner. Proceduren
innefattade:

e Lysering av bakterierna med hjélp av upphettning i 5 minuter.

e Tillsats av InhibitEX tablett for absorption av DNA-skadande dmnen och
PCR-inhibitorer.

e Tillsats av proteinas K och en s.k. detergent (natriumlaurylsulfat) for vidare
nedbrytning av bakterier och proteiner.

e Tillsats av lysat till silica-kolonn f6r immobilisering (bindning av nukleinsyra-
molekyler) till silica-kolonnen.

e Rening av lysatet med tvittning av silica-kolonnen. Lysatet tvittades med tva
buffertar och centrifugering. Silicakolonnen var vid varje centrifugering
placerad i ett ror som slidngdes (tillsammans med filtratet) efter varje
centrifugering, silicakolonnen placerades i ett nytt rér infor nésta
centrifugering.

e Eluering av DNA: t fran silica-kolonnen med hjilp av en buffert med lag
salthalt eller vatten.

Extraherat DNA forvarades vid -20°C.
... fran lever och pankreasbiopsier

De paraffininbdddade vdvnadsproverna skars loss fran paraffinet och varmdes vid
60°C i tio minuter for att smilta kvarvarande paraffin. Direfter Overfordes
proverna under aseptiska forfaranden till mikrocentrifugror och tvéttades i xylen i
2 x 5 minuter. Proverna aterfuktades med etanol (99 % och 95 % i 2 x 5 minuter
och 70 % 1 5 minuter). Slutligen tvittades de 1 5 minuter 1 dubbeldestillerat vatten.
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Proverna homogeniserades i 170 mM fosfatbuffrad NaCl med pH 7.2, en
mortelstot anpassad for plastmikrocentrifugror anvindes. Vivnadsprover fran
pankreas homogeniserades vid 1 % (vikt/volym) och leverproverna vid 4-5 %
(vikt/volym). DNA extraherades fran 100 pl av varje homogenat med hjilp av
QIAamp® DNA Mini Kit Tissue protocol (Qiagen) enligt tillverkarens
instruktioner. Proceduren innefattade:

e Lysering med hjilp av Proteinas K och detergent.

e Tillsats av buffertar for att uppna optimal bindning av DNA till
silicakolonnen.

e Rening av lysatet med hjdlp av tvittning och centrifugering pa samma stt
som beskrivits ovan for avforingsprov.

e Eluering av DNA: t fran silica-kolonnen med hjilp av en buffert med lag
salthalt eller vatten.

Extraherat DNA forvarades sedan vid -20°C.

PCR

Amplifiering utfordes med hjédlp av en GeneAmp PCR System 2700 thermocycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) och Helicobacter genusspecifika
primers. En ’semi-nested” PCR metod i tva steg anvéndes.

Steg 1

Reaktionsmixturen for det forsta steget (25 ul) inneholl 0.5 uM av varje primer.
Primers 1F: position 254-271, 5-CTATGACGGGTATCCGGC-3" och 1R:
position 1018-1035, 5"-CTCACG ACACGAGCTGAC-3" (Goto et al., 2000), 0.2
mM av varje dNTP (Amersham Biosciences, Uppsala, Sverige), 1 x Chelating
buffert, 2.5 mM MgCl,, 0.4 % (w/v) Bovint Serum Albumin (BSA), 1.25 U rTth
DNA polymeras (Applied Biosystems) och 5 ul extraherat DNA.

Amplifieringen innefattade initial denaturering vid 94°C 1 2 minuter foljt av 30
denatureringscykler vid 94°C i 30 sekunder, hdrdning vid 55°C i 30 sekunder och
utvidgning vid 72°C 1 30 sekunder, slutligen inkubering vid 72°C 1 5 minuter.

Steg 2

Reaktionsmixtur for det andra steget (25 ul) inneholl 0,5 uM av varje primer (1F:
254-271, 5-CTATGACGGGTATCCGGC-3"~ och 2R: 667-686, 5°-
TCGCCTTCGCAATGAGTTT-3" (Goto et al., 2000)), 0.2 mM av varje dNTP, 1
x buffert II, 2.5 mM MgCl,, 1.0 U AmpliTaq Gold DNA polymeras (Applied
Biosystems) och 2 ul 10 x utspadd PCR produkt fran det forsta steget.
Amplifieringen innefattade initial denaturering vid 95°C 1 10 minuter foljt av 35
denatureringscykler vid 94°C i 30 sekunder, hdrdning vid 55°C i 30 sekunder och
utvidgning vid 72°C i 30 sekunder, slutligen inkubering vid 72°C 1 5 minuter.
Som positiv kontroll anvidndes 0.1 ng H. pylori CCUG 17874T DNA som
tillsattes till reaktionsmixturen. Millipor filtrerat, dejoniserat vatten anvindes som
negativ kontroll. PCR produkten firgades med loading buffert (trisEDTA,
bromfenolblatt och sackaros).

Det andra steget repeterades (med 1F-GC istillet for 1F) infor en ytterligare
elektrofores och infér DGGE.
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Elektrofores

PCR-produkten separerades med elektrofores 1 1.5 % agarosgel som inneholl
etidiumbromid (0.5 pg/ml) och 1 x Tris Acetat EDTA (TAE). Visualisering
skedde sedan med hjilp av ett GelFotosystem (Techtum Lab, Klippan, Sverige).

Denaturerande Gradient Gel Elektrofores (DGGE)

DNA extraherat fran Helicobacter referensstammar anvindes som mall for att
amplifiera V6-7 regionen av 16S rDNA genom att anvédnda primers 1F-GC: (5°-
GCGGCCGCCeaTCCC GCCGCCCCCaGreeecaeeaeaa
CCGCCTATGACGGGTATCCGGC-3") och 2R (667-686, 5°%-
TCGCCTTCGCAATGAGTTT-3") (Goto et al., 2000). DGGE analys av
amplifieringsprodukterna (15 ul) utfordes pa 9 % polyakrylamid geler som
inneholl en 15-30 % urea/formamid gradient (Al-Soud et al., 2003). Elektrofores
utfordes 1 0.5 x TAE vid 200 V och 60°C i 4 timmar med ett DCode System for
DGGE (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Gelerna firgades med etidiumbromid
under 15 minuter och migrationen visualiserades med hjdlp av GelFotoSystem
(Techtum Lab, Klippan, Sverige).

DNA-sekvensanalys

De separerade DNA fragmenten skars ut fran agarosgelerna med en skalpell och
renades med hjélp av Montage DNA Gel Extraction Kit (Millipore). Ett prov pa 2
ul anvdandes som mall i en PCR mixtur (25 pl) som innehdll primers 1F (0.5 uM)
och 2R (0.5 uM), 0.2 mM av varje dNTP, 1 x buffert 1I, 2.5 mM MgCl,, 1.0 U
AmpliTaq Gold DNA polymeras (Applied Biosystems).
Amplifieringsforhallanden: 95°C i 10 minuter; 35 cykler med 94°C i 30 sekunder,
55°C i 30 sekunder och 72°C i 30 sekunder, slutligen 72°C i 5 minuter. Saledes en
upprepning av det andra PCR-steget.

Helicobacter genusspecifika PCR produkter togs fram fran agarosgelerna med
hjilp av Ultrafree-DA centrifugror (Millipore). Sekvensering av bada DNA-
strangarna gjordes med ABI 310 PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction kit version 3.0 (Applied Biosystems). Sekvenserna kontrollerades
med BioEdit mjukvara (http://www.mbio.ncsu.edu./Bioedit/Bioedit.html). Sedan
analyserades sekvenserna 1 BLAST sekvens homologi so6kprogrammet
(http://www.ncbi.nlm.gov./blast).

Antikroppar mot Helicobacter i serum

Antikroppar 1 serum analyserades med ELISA och immunoblot.

Antigener for ELISA och immunoblot

Cellyteantigen extraherades med hjédlp av en sur glycinbuffert, (0, 2 M), pH 2,2,
fran odlade H. canis (CCUG (Culture Collection University of Gothenburg)
33835), H. bilis (CCUG 38995), H. pylori (CCUG 17874) och Campylobacter
jejuni (ATCC (American Type Culture Collection) 33560). Samma antigen
anvindes i bada analysmetoderna.

ELISA

Cellyteproteiner fran H. canis, H. bilis, H. pylori och C. jejuni anvindes for
laddning av brunnarna, 100 pl/brunn med en proteinkoncentration av 5 pg/ml.
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Antigen tillsattes i tva brunnar for varje bakteriesort (Maxisorp immunoplates,
NUNC, Roskilde, Danmark) och inkuberades i 16 timmar vid + 8°C. Plattorna
tvittades sedan tva ganger i PBS-T (fosfat NaCl buffert, pH 7,2 med 0,05 %
Tween 20). Brunnar blockerades i 1,5 timme vid 22°C med 3 % bovint serum
albumin 16st 1 PBS-T. For att utvédrdera vilken spddning av sera som var optimal
testades olika spadningar av samma serum med ELISA. Spadda sera (1/100,
17200, 1/400, 1/800) tillsattes och plattorna inkuberades i 60 minuter vid 37°C.
Spadningen 1/800 valdes. Som standardreferens anvindes humant gammaglobulin
(Pharmacia & Upjohn, Stockholm, Sweden). Efter upprepade tvittningar tillsattes
en alkaliskt fosfatas-mirkt antihund IgG antikropp, spadd 1/1000 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc. West Grove, Pennsylvania, USA). Efter nya
tvittar tillsattes en substratbuffert innehallande 1 mg p-nitrofenyl fosfat (Sigma,
St. Louis, MO, USA) per ml i en dietanolamin buffert, pH 9,8.
Absorbans mittes i spektrofotometer vid vaglingden 405,, efter ungefir 30
minuters inkubation i 37 grader. Resultaten uttrycks som korrigerade medel-
absorbansvirden som erholls med hjélp av foljande ekvation: 1 = @; + @, _ ®3

2
u ar det korrigerade medelabsorbansvirdet, ®; och w; dr absorbansvérdena for de
tva brunnarna med antigen och serum och ®; dr absorbansvirdet for
bakgrundsbrunnen, utan antigen.

Brytpunktsvérden

Brytpunktsvirden beridknades med hjdlp av pu + ¢ ddr p = medelvérdet och ¢ =
standardavvikelsen.

Absorptionsexperiment

Till 0,3 ml lyserade celler av vardera H. canis, H. bilis, H. pylori och C. jejuni (1
ml lyserade H. pylori celler for immunoblot) tillsattes 3 ul (10ul for immunoblot)
serum som sedan inkuberades i 2,5 timmar vid 22°C med konstant skakning.
Cellerna avligsnades med centrifugering och supernatanten (den Gverstaende
16sningen) sparades for serologianalyserna.(Nilsson, . et al., 2003)

Sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

SDS-PAGE utfordes under reducerande foérhallanden (Laemmli-70) med hjélp av
en Criteron cell™ elektrofores utrustning (BioRad, Richmond, CA, USA).
Extraherade ytproteiner fran de olika Helicobacterarterna separerades med en
gradient gel (8 % - 16 %) och en 5 % ”stacking gel” (Criteron precast gels,
BioRad). Proteiner (ungefir 100 pg/gel) och M, standard varierande fran 14.4 till
97 kDa (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) spidddes i provbuffert (0.5
Tris-HCI, pH 6.8, 0,5% bromfenol blatt, 8 % glycerol, 4 % SDS, 4 % 2-
mercaptoetanol), upphettades vid 95°C i 3 minuter. Proteiner tillsattes till gelen
och separerades inledningsvis under 20 minuter vid 50 V, 150 mA och direfter
vid 200 V tills den bla linjen nadde nederkanten av gelen. (Nilsson, L. et al., 1997)

Immunoblot

Separerade Helicobacter proteiner Overfordes via elektrofores till ett
polyvinylidene difluoride (PVDF) membran (porstorlek, 0.45 pm; Micron
Separations Inc. Westborough, MA, USA) i en semidry electroblotter utrustning
(Ancos, Vig, Danmark) under 90 minuter vid en konstant laddning pa 1 mA/cm’.
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Membranen mittades genom inkubation 2 x 15 minuter i blockerande buffert I
och II. Sedan skoljdes membranet under 10 minuter i en tvittbuffert och skars i
remsor. Remsorna inkuberades med sera, utspatt 1/100 i tvittbuffert, under
varsam skakning 1 16 timmar vid + 4°C. Remsorna skoljdes sedan 3 x 5 minuter
och inkuberades i 2 timmar vid 4°C med horseradish peroxidasmirkta anti-
hundantikroppar (Jackson ImmunoResearch Laboratories) som spitts 1/5000.
Efter upprepad skoljning kunde membranbundna antikroppar detekteras genom en
reaktion i en 50 mM natriumacetat buffert innehallande 0, 04 % 3-amino-9-
ethylcarbazole (Sigma Chemical) och 0, 015 % H,0,. (Nilsson, I. et al., 1997)
Immunoblot utférdes pa alla sera utan absorption och 10 sera som absorberades.
De relativa molekyldarmassorna (M;) for de separerade proteinerna uppskattades
genom jamforelse med standardproteinmarkdrerna.
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RESULTAT
Helicobacter DNA i avforing

DNA fran Helicobacter hittades i samtliga 17 avforingsprover vid elektroforesen.
DGGE utfordes pa dessa men fungerade inte. Urea/formamidgradienten
etablerades aldrig i gelen. Pa 10 av proverna utfordes direktsekvensering (utifran
DNA: t fran elektroforesen) for att fa fram vilka Helicobacterarter som fanns i
hundavforingen. Sekvenseringen visade att det 1 de flesta proverna fanns H. canis
och i nagra prover H. sp. flexispira (tabell 1).

Tabell 1. Helicobacterarter i hundavforing

Hund Art Accessionnr Id(ebr;tsi;)eatre)r*
& Z?;‘:;Ch Hocanis  AY631946  o0fi
> z;’:lvevrwh Hocanis  AY631946 /0
3 zzzrm Hocanis  AY631946
4. Boxer H. canis AY631946 (318(/)3?7)
5. Papillon H. canis HCU65102 (3289 /;729)
6. Rottweiler  H. canis AF177475 (323 /ij)
7 fe‘:;‘:; F.rappini  AY192528 (31‘%(}3?9)
8. Schifer H. canis AY631946 (3379 /;738)
0 fBri:élon F.rappini  AY192528 (333 ps "
10. Vorsteh H. canis HCU65102 (3289 /;729)

* andel Overensstimmande (med del av sekvensen for den aktuella arten och

stammen) baspar for DNA som pavisats i avforingen.

Helicobacter DNA i biopsier och vavnadsprover.

DNA fran Helicobacter kunde inte pavisas i nagon av biopsierna/vivnadsproverna
— det skedde alltsa ingen migration pa agarosgelen vid elektroforesen (férutom av
den positiva kontrollen). Dirf6r gjordes inte nagon DGGE och sekvensanalys pa
dessa prover.
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ELISA

Antikroppsreaktiviteten mot H. bilis och H. canis vid olika spddningar av sera (se
tabell 2 respektive 3) var hog. Detta visade att det var lampligast att vélja
spddningen 1/800 for de foljande analyserna for att spdda bort korsreagerande
antikroppar. (Tabell 2 och 3)

Tabell 2. Antikroppsreaktivitet mot H. bilis mditt med ELISA vid

olika spddningar av sera

(A4os nm) 1/100 1/200 1/400 1/800
Antal prover 7 8 7 8
Medel 2,0 1,4 0,8 0,5
Median 2,0 1.4 0,8 0,5
Bakgrundsmedel 0,3 0,3 0,3 0,3
Bakgrundsmedian 0,3 0,3 0,3 0,3

Tabell 3. Antikroppsreaktivitet mot H. canis mdtt med ELISA vid

olika spddningar av sera

(A405 nmM) 1/100 1/200 1/400 1/800
Antal prover 7 8 7 8
Medel 1,3 0,7 0,3 0,1
Median 1,3 0,7 0,2 0,1
Bakgrundsmedel 0,2 0,2 0,2 0,1
Bakgrundsmedian 0,2 0,2 0,2 0,1

Trots att serumspiddningen 1/800 valdes blev antikroppsreaktiviteterna som
uppmittes mot H. bilis och H. canis hoga. Absorptionsexperiment utférdes darfor
med syfte att avldgsna ospecifika antikroppar och enbart fa kvar specifika
antikroppar. Antikroppsreaktiviteten mot H. bilis och H. canis fore och efter
absorption med lysat av olika Helicobacterarter och C. jejuni mittes med ELISA
(Tabell 4 och 5).

Tabell 4. Antikroppsreaktivitet mot H. bilis mditt med ELISA fore och efter
absorption med H. bilis, H. canis, H. pylori och C. jejuni

(A405 nm) absl(:)crj;fion H. bilis H. canis H. pylori C. jejuni
Antal prover 50 15 15 48 30
Medel 1,2 0,2 0,2 0,4 0,4
Median 1,1 0,2 0,1 0,3 0,3
Bakgrundsmedel 0,2 0,3 0,3 0,4 0,3
Bakgrundsmedian 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2
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Tabell 5. Antikroppsreaktivitet mot H. canis mdtt med ELISA fore och
efter absorption med H. bilis, H. canis, H. pylori och C. jejuni

Fore H. H. H. C.

(Ados nm) absorption bilis canis pylori jejuni
Antal prover 50 15 15 48 30
Medel 1,1 0,3 0,2 0,2 0,3
Median 1,0 03 0,2 0,2 0,3
Bakgrundsmedel 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2
Bakgrundsmedian 0,3 0,2 0,2 0,4 0,2

Virden ovanfor brytpunktsvirdena som berdknades (Tabell 6) innebdr 6kad halt
cirkulerande antikroppar.

Tabell 6. Beriknade brytpunktsvirden

Typ av antigen Icke absorberade ~ Absorberade med H. pylori

H. bilis 2,3 0,8
H. canis 2,3 0,5
Immunoblot

Bandfrekvensen pa remsorna blev 6verlag vildigt hog for bade H. bilis (Figur 1)

och H. canis (Figur 2). Den hoga bandfrekvensen tyder pa vildigt hog
antikroppsreaktivitet mot ytproteiner fran dessa tva species.
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Figur 1. H. bilis immunoblot med sera fran hund nr 1-25, fore absorption.

PK = Positiv kontroll
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Figur 2 H. canis ihﬁnunoblot med

..‘ H"

sera fran hun

. Ll B
d nr 1-25, fore absorption.

Aven efter att sera absorberats med lyserade H. pylori celler var bandfrekvensen
hog for bade H. bilis (Figur 3) och H. canis (Figur 4).
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Figur 3. H. bilis immunoblot med sera fran hund nr

26-35. Sera absorberades fore analysen med

lyserade H. pylori celler.
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35 26

Figur 4. H. canis immunoblot med sera fran hund nr
26-35. Sera absorberades fore analysen med

lyserade H. pylori celler.

Pa nagra hundar har bade avféringsprov och serumprov analyserats dessa resultat
har jamforts med varandra (tabell 7). Ingen av hundarna uppvisade
antikroppstitrar som oversteg brytpunktsvirdena, vid ELISA, for de bakterier som
pavisades i deras avforing. Vad giller immunoblotresultaten sa dr dessa hundars
serum enbart analyserat fore absorption. Ingen av hundarna hade 6kad styrka eller
frekvens nir det géller band for den art som pavisats i deras avforing.

Tabell 7. Analysresultat for de hundar som bade avforingsprov och serumprov togs pd

Nr pa Nr pa Avforing, PCR Serum, ELISA Serum, IB - fore
avforingen serumet absorption

Under Hog akreaktivitet

4 3 H. canis brytpunktsvirden. mot H. bilis, 1ag

mot H. canis

Over brytpunktsvirde  H. canis: méattlig

8 18 H. canis for H. bilis e. H. bilis: mattlig
absorption.
9 1 H. sp. Under H. canis: hog
flexispira brytpunktsvirden. H. bilis: mattlig
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DISKUSSION

DNA fran Helicobacter hittades i samtliga 17 avforingsprover. Sekvensering utav
10 av proverna visade att det i majoriteten av proverna fanns H. canis och 1 ett
fatal H. sp. flexispira. Dessa resultat tyder pa att Helicobacter dr vildigt vanliga i
tarmen pa hundar. Nar det giller DGGE:n sa var det troligen fel pa nagon av
kemikalierna som var orsak till att urea/formamidgradienten aldrig etablerades i
gelen. Med tanke pa den rikliga forekomsten av Helicobacter i tarmen pa hundar
vore det intressant att i kommande studier undersoka om det finns skillnader
mellan friska hundar och hundar med gastrointestinal sjukdom avseende
Helicobacterart och mingd bakterier. Bade H. sp. flexispira (Misawa et al., 2002)
och H. canis (Stanley et al., 1994) har tidigare isolerats fran hundavforing.

DNA  fran  Helicobacter =~ kunde inte  pavisas i nagon av
biopsierna/vivnadsproverna. Att Helicobacter inte skulle kunna pavisas i
proverna fran de friska hundarna var vintat. Vad giller proverna fran de sjuka
hundarna sa gar det inte att utifran de hir resultaten dra slutsatsen att Helicobacter
inte var orsak till deras sjukdomstillstand. Det gar definitivt inte heller att uttala
sig om huruvida Helicobacter kan orsaka hepatit och pankreatit eller inte.
Hundarna kan ha varit infekterade med Helicobacter (detta géller naturligtvis
dven de friska hundarna) men det skulle exempelvis kunna vara sa att metoden
inte fungerade pa grund av paraffininbiddningen, det kan darfor vara lampligt att
analysera prover som frysts in i farsk form. Det skulle ocksa kunna vara sa att
bakterierna var lokaliserade pa andra platser i organen dn varifran proverna togs.
Trots att Helicobacter ej kunde pavisas i biopsier och vidvnadsprov fran lever och
pankreas i denna studie #r det fortfarande intressant att analysera fler. Dels pa
grund av att sa fa biopsier/viavnadsprover analyserades i denna studie men ocksa
pa grund av att gallresistenta bakterier, som H. canis (Stanley et al., 1993) &r sa
vanliga i hundavforing. For gallresistenta bakterier &dr det ju atminstone teoretiskt
mojligt att infektera levern. H. canis har ju ocksa tidigare kunnat isoleras fran en
hundlever med multifokal nekrotiserande hepatit (Fox et al, 1996b).

Trots att serumspddningen 1/800 valdes blev antikroppsreaktiviteterna som
uppmittes mot H. bilis och H. canis hoga. ELISA resultat som ligger ovanfor de
beridknade brytpunktsvirdena innebir forhojda nivaer av cirkulerande antikroppar.
En sadan forhojning sags hos flera av hundarna. Det sdger dock ingenting om
sambandet med hundens infektionsstatus. Det dr mycket mojligt att nédstan alla
hundar #r infekterade med nagon Helicobacterart (sdrskilt med tanke pa PCR-
resultaten for avforingen — H. canis) vilket da skulle gora att brytpunktsviardena
for den arten skulle ligga alldeles for hogt i forhallande till nivan som egentligen
indikerar infektion. For att fa fram ett brytpunktsviarde som stimmer behdvs ju
serum fran bade sant positiva och negativa fall (Kornilovska et al., 2002). Darfor
bor hundar som man tar serum fran ocksa kontrolleras pa nagot annat sitt sa att
deras infektionsstatus blir kind. Ett sitt dr att anvdnda sig av gnotobiotiska
hundar. Gnotobiotiska hundar som infekterades med H. felis hade efter tva veckor
detekterbara IgM och IgG serum antikroppar mot bakterien (Lee et al., 1992).
Serokonvertering kunde ocksa pavisas med ELISA pa SPF-hundar som
experimentellt infekterats med H. felis (Simpson et al., 1999). Pa hundar som
experimentellt infekterats med H. pylori kunde specifika IgG-titrar uppmaétas med
hjélp av ELISA (Radin et al., 1990; Rossi et al., 1999). For ovrigt skulle det vara
bra att absorbera med flera bakteriearter samtidigt och att prova fler spadningar.
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Bandfrekvensen pa immunoblotremsorna blev Overlag vildigt hog for bade H.
bilis och H. canis vilket tyder pa vildigt hog antikroppsreaktivitet mot ytproteiner
frin dessa tva species. Aven efter att sera absorberats med lyserade H. pylori
celler var bandfrekvensen hog for bada arterna. Det skulle vara bra att absorbera
med fler bakteriearter och girna flera samtidigt for att ldttare kunna avldsa
remsorna. Nir det giller denna analysmetod skulle det vara bra att analysera
serum fran hundar som ir ként infekterade sa att bandfrekvenserna kan jamforas.
Da skulle man ocksa kunna komma fram till vilka molekyldrmassor hos banden
som férekommer hos bade oinfekterade och infekterade. Detta har gjorts av
Strauss-Ayali et al (1999) nir det giller H. felis, H. pylori och H. bizzozeronii.
Serologi pa hund kompliceras av att hundar kan vara infekterade med flera olika
Helicobacterarter samtidigt (Eaton et al., 1996; Jalava et al., 1998; Simpson et al.,
1999; Strauss-Ayali et al., 1999).

Pa nagra hundar har bade avforingsprov och serumprov analyserats och vid
jamforelse av dessa resultat gar det inte att sdga att dessa stimmer dverrens. Ingen
av hundarna uppvisade med ELISA-metoden antikroppstitrar som Oversteg
brytpunktsvirdena for de bakterier som pavisades i deras avforing. Ingen av
hundarna uppvisade band med 6kad styrka eller frekvens for den art som pavisats
i deras avforing.

Teoretiskt borde hundarna som hade H. canis 1 avforingen ha uppvisat
antikroppsreaktivitet motsvarande infektion for denna bakterie och hunden som
hade H. sp. flexispira 1 avforingen skulle ha kunnat ha antikroppar mot H. bilis
eftersom den arten tillhor gruppen Helicobacter sp. flexispira. Det kan ju
emellertid ocksa vara sa att Helicobacter i tarmarna inte ger sa hoga
antikroppsnivaer. Det behovs ytterligare studier for att kunna dra nagra riktiga
slutsatser.

Sammanfattningsvis sa behovs det ytterligare studier for att svara pa de
fragestdllningar som detta arbete hade i syfte att besvara. Skillnader i férekomst
av Helicobacter 1 avforingen hos friska respektive hundar med gastrointestinal
sjukdom behover undersokas. Firskfrusna biopsier fran lever och pankreas fran
hundar med hepatit respektive pankreatit samt fran friska hundar bor undersokas
avseende Helicobacterforekomst. Nir det géller méitning av antikroppshalt 1 serum
hos hund krivs ytterligare metodutveckling. For att fa ut mera av en studie bor
man vid samma tillfille ta bade avforingsprov och serum fran hundarna i
kontrollgruppen. Fran sjuka djur bor bade avforing, biopsier och serum analyseras
med avseende pa Helicobacterforekomst respektive forekomst av antikroppar mot
Helicobacter.
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TACKORD

Jag vill rikta ett stort tack till Asa Ljung, Hans-Olof Nilsson och Ingrid
Nilsson pa Sektionen for medicinsk mikrobiologi vid Institutionen fo6r
laboratoriemedicin vid Lunds Universitet. Den tid jag tillbringade i Lund
var oerhort vardefull och ldrorik for mig. Tack for all hjalp med analyserna

och med materialdelen i uppsatsen!
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