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ABSTRACT

This study was done to evaluate the prevalenddatitobacterlike organisms in the stomach of feral
raccoon dogsNyctereutes procyonoidedrom Chonbuk province at the Southwest part ofd&o Mucosal
samples were taken from several places of stomfartdys, corpus, antrujnoesophagus and duadenum to
detectHelicobacter sppwith urease test, brush cytology, light histol@jigvestigation and polimerase chain
reaction (PCR). All sampled animals showed positivease test and the presence of tightly spiraled
Helicobacterlike organisms. Positive urease test was obsdanv&8,0% of all examined samplddelicobacter
like microorganisms were demonstrated in 96,7%lloéxamined samples by brush cytology and 82,9% - b
histological examination. In comparison of gasuégions, the fundus of stomach is the most affecitzl
Almost all of the examined samples (100%) by useaion methods were positive fdelicobacter sppin
the fundusof stomach. Urease test results were controlesl 4/, 30 and 60 minutes. Amount of positive
samples increased with the checking time, so &digisable to read the results of the test aftem@futes of
reaction. All of stomach samples taken for PCR yasémwed positive foHelicobactergenus specific primer
HcomlandHcom3 This is the first investigation of the presendeHelicobacter sppin the stomach of wild
raccoon dogs in Republic of Korea.
KEY WORDS: Helicobacterlike organisms, gastric mucosa, feral raccoon.

36



IEVADS
Helicobacter spp.konstagtas gan cileku, gan davnieku gastrointestitaja traki.
Daudzas noatn tiek uzskatas par patagnam, kas var izrai$ dazdas kuga, zarnu un aknu
patolgzijas, visbieZk kunga culas, gastroenetetu, audzjus un hepatu. Savukrt citas
Helicobacter spp.bakgrijas tiek uzskatas Kk normala zarnu mikroflora. Pirmo reizi
pato@gno Helicobacter pyloriizolegja 1984. gaa cilvekiem, kas slimoja ar kiga culu un
gastitu (Marshall, Warren, 1984). &lak dazdas helikobakfriju sugas atkitas ar
dzivniekiem: smiem, k&kiem, dikam, gepardiem, seskiem, pdkciem, delfniem, @Ertikiem,
juras laudm, grauzjiem (Bronson, 1991, Lee, 1992, Eaton, 1993, F®95] Eaton 1996,
Jalava, 1997, Neiger, 1998, Oxley, 2004).
Noskaidrots, kaHelicobacter sppgalvenokrt ir fakultaivi anaerobas, gramnegas,
spiralveida bakgrijas ar multipim termirglam vicipam un augstu ugzes aktivigti, kaslauj
tam izdavot skaba vide. Uzskata, ka baktiju avots pamat ir kontamirgta barba vai
fekalijas, kas tiek ugemtas perati (Bussac, 1999).
Lai noteiktu Helicobacter pyloriklatbitni gremoSanas trakttiek izmantotas daias
diagnostikas metodes. Izmanto t.s. invagz metodes, pie kim piederatrais urézes tests,
glotadas virsmas noberzumu cit@l@, histolgziska izmekkSana, elektronmikroskopija,
kultivéSana uz barotm, DNS izoESana no ptadas parauga un noteikSana ar polines
kédes reakciju (RR). Izmanto art.s. neinvawas metodes - seralgu, urinvielas elpas testu,
H. pylori antiggna noteikSanu feliju paraug (Happonen, 1996).
Misu pétijuma merkis bija noskaidrot Helicobacter spp sastopaiitu savvéas
jenotswiem (Nyctereutes procyonoidgs$zmantojot daZdas diagnostikas metodes.
Darba uzdevumi
1. Izpétit Helicobacter sppsastopaitu jenotsyu kupga dazdas viegs - fundus corpusun
antrumdada;

2. Noskaidrot, vai jenotsiiem Helicobacter spp ir sastopamas libas vad pie ieejas
kungt, ka af divpadsmitpirkstu zampie pylorussfinktera,

3. lzanalizt Helicobacter spp izplatbu kwga daZdajps ddas, saidzinot un nosakot
jutigakas un lalak izmantojanas Helicobacter sppdiagnostikas metodes.

MATERI ALS UN METODIKA

Materials napemts no 8 datla vecuma un dzimuma jenofsulikiem, kurus ieveda no
Korejas Savvias Davnieku Centra. Sie @enieki, kuru bie#kais rives &lonis bija daidas
traumas, cendr nogidati no Conbukas provinces (Korejas dienvidrietumuajlaGlotadas
parauguspgéma no stingri noteildm kupga ddam: fundus (4 vie&s), corpus (8 vieas) un
antrum (5 vie&s), ka af vienu paraugu - no bidmas vada pie ieejas kg un vienu paraugu-
no divpadsmitpirkstu zarnas gaglorussfinktera, idejadi kopa iegastot 19 dgotadas paraugus
no katra dwnieka. Kopuna izanalizti 152 dotadas paraugi.

Visiem dotadas paraugiem vispirms veica &zes testu, tad virsmas noberzumu
citologiju un pec tam - histolgisko izmekESanu. K pedejo veica KR paraugiem, ko atlga
tikai no dotadas vieim, kuas, veicot iepriek§os izmekEjumus, rezuliti bija pozitvi.

Ureazes testu veica neehdk ka 2 stundas §¢ davnieku raves. Gotadas paraugus Sim
testam ngéma ar griezem un nekawjoties ievietoja speslas plats, kur tiem pievienoja 1ml
10% uinvielas §iduma destita aden kopa ar fenolsarkam indikatoru (pH 6,3). Rezuitus
nolagja 10, 30 un 60 miites [Ec reagentu pievienoSanas. ¥§as maja no dzeltenas uz
sarkanu tika uzskaa par pozitvu rezultitu uzHelicobacter sppklatbatni.

Glotadas virsmas noberzumu cit@lfai (brush cytology paraugus ieguva ar steriliem
vates koaiiem, pabergjot tos pa ¢ptadas virsmu. legto saturu izsm@réja uz
priekSmetstikiniem, gaig nozveja un késoja ar t.s.Diff-Quik krasoSanas metodialtik
prepaftus mikroskopja gaismas mikroskapellas imersi 1000 reizu lied palielinajuma.
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Histologiskajai izmekéSanai ¢ptadas paraugus fikgm 10% bufegtaja neitralaja
formalina %iduma. Paraina bloku sagatavoSanai izmantoja ASV raz8teandonfirmas
autoprocesoruCitadel 69810040 Talak prepafitus sagrieza mikrotoin 5 um biezos
griezumos un kisoja, izmantojotDiff-Quik, ka af hematoksiha un eomma kiasoSanas
metodi.

PKR paredztos paraugus glafa sasaldtus -70C temperatra. DNS izokja,
izmantojot \Acija razotosQiagen firmas Dneasy Tissue Kitegientus. legtos DNS ilak
noteica ar RR, izmantojot Helicobacter spp raksturgos praimerusHcoml un Hcom3
(izmérs 1099bp). Metodes preétanai izmantoja divus kontroles veidus: peritkontroli -
2um H. pylori genomisko DNS (KCTC12083, Korejas bicaiu un biotehnolgiju
zinatniskais instiiits, Daejeon, Koreja) un ne@at kontroli - 2um destiétu adens Eidumu.

REZULT ATI UN DISKUSIJA

Visiem misu izmekétajiem jenotsgiem atkhja Helicobacter spp. klatbatni.
IzmekkSanas metoZzu rezalt atspogloti pirmag tabuk. Redzams, ka visligko pozitvo
gadjumu skaitu- 147 no 152 paraugiem, t.i. 96,7%, v@guzmekéjot glotadas paraugus ar
virsmas noberzumu citodgu. Prepa&itos konstatja Helicobacter sppraksturgas spiélveida
bakerijas. Histolgiski izmekkjot uz Helicobacter spp dotadas prepatos pozitvus
rezulaitus atkhja 126 gagumos, t.i. 82,9%, bet uiees tests bija pozits tikai 111
paraugiem, t.i. 73,0%.

1. tabula/ Table 1
Pozitivo paraugu daudzums izmantojot dadas noteikSanas metodes
Amount of positive samples by different detection mthods

Jenotswa numurs/ Ureazes tests/ | Virsmas nober- Histologija/
Number of raccoon dog Urease test zumu citologija/ Histology
Brush cytology

1 11 17 15

2 17 19 18

3 17 19 17

4 13 18 17

5 13 18 16

6 11 19 12

I 10 19 14

8 19 18 17
Pozitivo paraugu kopskaits/ 111 147 126
Total amount of positive
samples
Izmekleto paraugu kopskaits/ 152 152 152
Total amount of all examined
samples
Pozitivo paraugu
procentualais daudzums/ 73,0% 96,7% 82,9%
Persentage of positive samples

38



JaatZzme, ka literafira ir norade par to, ka no daudzaj Helicobacter sppnoteikSanai
izmantotagm un g@titajam meto@m, dotadas virsmas noberzumu cit@l@ ir viena no
jutigakajam. Turklat & metode raksturotaiaka tada, kas ir relavi vienkarSa,atra, un tai nav
nepiecieSams speéts apikojums (Happonen, 1996)

Masu ieditie ureaizes testa rezulti atspogloti pirmap at€la. Tie pahdija, ka,
pagarinot reakcijas nol@anas laiku no 10 mitem [dz 30 un 60 miatem, attiedgi
paaugstifjas pozitvo gadjumu skaits. &, péc 10 miritem ureazes tests bija pozis 49
gadjumos no 152 izmektajiem paraugiem, t.i. 32,2%¢gp 30 miritem, attiedgi jau 92
gadjumos,t.i. 60,5%, un @ 60 miritem ar ur@zes testu poZii uz Helicobacter spp
izradijas 111 paraugi, t.i. 73,0%.

Pec 60 miriSu eksporijas laika ar urgzes testu visaugdto pozifvo paraugu skaitu
leguva kwmga fundus ddas dotada, prakstiski 100% paraugos. No gga corpus ddas
glotadas @c 60 mirutém Helicobacter spppozitvi bija 85,9% paraugi, bet kga antrum
dala — 40,0% paraugi (sk. 1.att.). Sigisn Etjjumu rezulati attiedba uz jenotsgiem zirsma
mera at&kiras no tiem, kas konstdi majas suiem (Happonen, 1996), kittelicobacter spp
vairak konstagtas tieSi kuga corpusdda neld fundusunantrumdda.

Attieciba uz Helicobacter sppjenotsuwu bafbas vada ptada, jaatame, ka urézes
tests pc 60 mimiSu ekspoiijas laika bija pozivs 50% paraugosgp 30 miritem — 12,5%
paraugos, betge 10 miruitém — nevied no paraugiem. Savak divpadsmitpirkstu zarnas
glotadas paraugiem, izmebt tos ar urazes testu, gr 60 miritem konstagti 50% pozitvi
paraugi, pc 30 mimitem — 37,5% paraugi, betep 10 miruteém — tikai 12,5% paraugi (sk.
1.att.).

Glotadas virsmas noberzumu citgl@as rezulsti atspogloti otrag at€la. Tie paida,
ka kwgafundusdda ir augstkais pozitvo paraugu daudzums, praktiski 100% gados, bet
kunga corpusdda nedaudz mak - 98,4% paraugos uantrumdaa — 92,5% paraugos. Sie
musu dati saskan ar cito€tpumos iegitajiem rezulitiem parHelicobacter sppizplatbu
swpu kupgi (Happonen, 1996).adtZame, ka no visiem rasu izmekétajiem batbas vada
glotadas paraugientelicobacter sppkonstattas 87,5% gagumos, bet divpadsmitpirkstu
zarnas tptada — 75,0% gagumos (sk. 2.att.) dtad, izmantojot ptadas virsmas noberzumu
citologiskas izmekESanas metodi, rezatt par Helicobacter spp lokalizacijas vietu kugt
legati ITdzgi ka, izmantojot urézes testu.

Lidzigus rezulitus iegudm af ar histol@gisko metozu patlzibu, kas atspodati
treSaji at€la. Masu Etijumi liecina, kaHelicobacter spplidzigi ka pec gotadas virsmas
noberzumu citolgiskas izmekESanas, visvaik sastopamas tieSi kga fundusdda, praktiski
100% gagumos. Kuwga corpus dda Helicobacter spp konstagja 95,3% gagumos, bet
antrumdda - 77,5% gagumos. Savuit bafbas vad un divpadsmitpirkstu zafinbakerijas
konstagtas tikai 12,5% gagumos (sk. 3.att.). aatZme, ka histolgiska izmekkSana patiz
no\ertet an glotadas morfolgisko stivokli, un vienlaiGgi palidz atkhkt patolgiskas izmajas
tas strukftira (Megraud, 1996), toam ta ir saidzinoSi dirgaka un saregitaka (Chu, 1997).
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1.at€ls. Pozitivo rezultatu procentualais daudzums daidos dotadu paraugos,
izmantojot ureazes testu
Figure 1.Persentage of positive mucosal samples of differesites by urease test
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2. atEls. Pozitivo rezultatu procentualais daudzums daddos dotadu paraugos,
izmantojot glotadas virsmas noberzumu citolgiju
Figure 2.Persentage of positive mucosal samples of differiesites by brush cytology
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3. atéls. Pozitivo rezultatu procentualais daudzums da#dos dotadas paraugos,
izmantojot histologiskas izmekkeSanas metodes

Figure 3.Persentage of positive mucosal samples of differesites by histological
examination

Attieciba uz KR, misu rezuliti paradija, ka visi izmeldtie paraugi bija poZivi,
izmantojotHelicobacter sppspecifiskos praimerudcomlunHcom3ar izneru 1099bp. Tas
pierada, ka davniekiem atkiitas bak€rijas saturHelicobacter sppraksturgo DNS. Lai #lak
noskaidrotu, vai baktiju genoma satava ir patogno Helicobacter spp DNS, ir
nepiecieSams veiktR ar specifiskdHelicobacter pylori Jaatame, ka IR plagik izmanto
ar, lai diferen¢tu Helicobacter sppsugas (Hwang, 2002).

Nobeidzot juzsver, ka Sis gijums ir pirmais, kas veikts jenotsem Korejas
Republila, un darbs tiks turpits, lai @Etitu Helicobacter sppSiem dzvniekiem.

SECINAJUMI

1. Visiem gEtijuma ieklautajiem savvas jenotsgiem gremosSanas traktdotada konstagtas
Helicobacter sppbakgrijas;

2. Saldzinot Helicobacter spplokalizaciju dazdas kwga viets, fundusdda Sis bakerijas
ir visplagik izplafitas;

3. Glotadas virsmas noberzumu citgleka izmekkESana uzHelicobacter spp.kopuna
izradijas jutigaka, saldzinot &s rezulitus ar urézes testa un ]gtadas histolgiskas
izmekkSanas rezudtiem;

4. Izmekkjot glotadas paraugus ar @zes testu,apem \era, ka rezuliti batu janolasa
vismaz @c 60 mirutém;

5. Lai talak petitu un identifi€tu davniekiem sastopamblelicobacter pyloriun to saisbu
ar patolgiskam izmaham kupgi, javeic specifiskas baktiju DNS anaizes un vienlaigi
janoerte glotadas morfolgiskais sivoklis.
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