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Klinik fiir Wiederkduer- und Pferdemedizin’, Institut fiir Veterindrbakteriologie® und Institut fiir

Veterindrpathologie der Universitdit Ziirich

Untersuchungen iiber das Vorkommen von
spiralformigen Bakterien im Labmagen des

Rindes*

U. Braun’, H. Anliker’ I. Corboz® P Ossent3

Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es
abzukliren, ob im Labmagen des Rindes Helico-
bacter pylori oder dhnliche Keime vorkommen.
Die Untersuchungen wurden an 112 Labmigen
von klinisch gesunden Schlachtkithen durchge-
fithrt. Aus je einer Lokalisation im Fundus und Py-
lorus wurden Proben fiir die bakteriologische und
die histologische Untersuchung entnommen.

Im Ureasetest reagierten die Pylorusproben signifi-
kant hiufiger positiv (63mal) als die Funduspro-
ben (35mal). In den gramgefirbten Ausstrichen
liessen sich 2 Gruppen von verdichtigen Keimen
erkennen. Dabei handelte es sich um spiralformige
Bakterien und um stibchenartige Keim dlCVOIl
Helicobacter pylori morphologisch nicht unter-
schieden werden konnten. Die spiralférmigen Bak-
terien wurden im Pylorus signifikant haufiger
(101mal) als im Fundus (30mal) gefunden. Die He-
licobacter-pylori-dhnlichen Bakterien wurden im
Fundus und Pylorus lediglich je 7mal nachgewie-
sen. Helicobacter pylori konnte kulturell aus kei-
nem einzigen Labmagen isoliert werden.
Bei der histologischen Untersuchung
einer Ausnahme in den Winden aller La magen
diffuse lymphoplasrnazellulare Infiltrate nachge—
wiesen. Lymphfollikel wurden, von 3 Ausnahmen
abgesehen, ebenfalls in jedem Labmagen nachge-
wiesen. In 4 Labmigen wurden neutrophile und
in 37 Labmigen eosinophile Granulozyten festge-
stellt. Parasitire Verinderungen waren m 20 Lab-
miagen vorhanden.

In den nach Warthm—Starry gefarbten
schen Schnitten fielen wie in den gram ,
Ausstrichen einerseits spiralformige, andcrersel ts
stibchenartige Bakterien auf. Spiralférmige Bakte-

Spirai-shaped bacteria in the abomasum of cows

The goal of this study was to determine whether
Helicobacter pylori or similar bacteria are present
in the abomasum of cows.

The abomasa of 112 clinically healthy COWS were
examined at slaughter. Prior to macroscopic exam-
ination, samples for bacteriological and histolog-
ical examination were obtained from the fundus
and from the pylorus.

Bacteriological examination of the abomasal mu-
cosa included the urease test, the microscopic ex-
amination of a Gram’s stained smear, and culture
on various solid media. Samples from the pylorus
63) were more often positive in the urease test
than those from the fundus (35). Examination of
Gram,s, stamed smears revealed two groups of sus-
picious microorganisms; spiral-shaped and rod-
shaped bacteria, whereby the latter could not be
differentiated morphologically from Helicobacter
pylori. Spiral-shaped bacteria were more often iso-
lated from the pylorus (101 samples) than from
the fundus (30 samples). The bacteria that resem-
bled Helicobacter pylori were found in seven
from the pylorus and in seven samples
fundus. Helicobacter Dylori was not cul-
tured i in any of the abomasal samples.

Tissue samples from the fundus and pylorus were
stained with hemalum and eosin and with silver
according to Warthin-Starry.

All but one abomasum had diffuse infiltration of
lymphocytes and plasma cells. Lymphocytic folli-
cles were observed in 109 abomasa. Neutrophils
n in four abomasa, eosmophﬂs in 37 and
lesions in 20. .

As in the Gram’s stained smears, spn‘al—shaped and
rod-shaped bacteria were seen in silver-stained

* Die vorliegende Arbeit stellt einen Teil der Dissertation von Dr. Hubert Anliker dar
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rien wurden im Pylorus von 96 Labmigen und im
Fundus und Pylorus von 1 Labmagen gefunden.
Die stibchenartigen Bakterien waren lichtmikro-
skopisch ebenfalls nicht von Helicobacter pylori
zu unterscheiden. Sie wurden in den Driisenlumi-
na der obersten Schleimhautregion von 97 Labmi-

~gen gefunden (16mal nur im Pylorus, 59mal nur
im Fundus, 23mal in Pylorus und Fundus).

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass spi-
 ralférmige Bakterien im Labmagen des Rindes
sehr hiufig vorkommen. Ob die gleichzeitig festge-

stellten entziindlichen Veranderungen durch die
spiralformigen Bakterien verursacht sein konnten
und ob diesen auch bei der Ulkuspathogenese
eine Bedeutung zukommt, muss durch weitere Un-
tersuchungen abgeklirt werden.

Schliisselwérter: Rind — Lébmagén — Helico-
bacter pylori — Spiralformige Bakterien

Einleitung

Der Magen stellt ein feindliches Milieu fiir Mikroorganis-
men dar. Trotzdem hat es eine Gruppe hochspezialisier-
ter Keime geschafft,ihn zu besiedeln. Diese Keime zeich-
nen sich durch eine besondere Motilitit, Morphologie
und Mikroaerophilie sowie eine ausgesprochen hohe
Ureaseaktivitit aus (Lee, 1991). Der wichtigste Vertreter
dieser Bakterien beim Menschen ist Helicobacter py-
lori, ein Keim, der eine sehr dhnliche Morphologie wie
Vertreter der Gattung Campylobacter aufweist und des-
halb bis zur Bildung der neuen Gattung Helicobacter zu
jener gehorte (Goodwin et al., 1989). Bei Helicobacter
pylori handelt es sich um ein leicht gebogenes bis U-for-
miges oder kommaihnliches, gramnegatives Stibchen
mit einer Linge von 2,5-3,5 um und einem Durchmesser
von 0,5-1,0 um. Die Bewegung erfolgt mit Hilfe von 4-6
unipolaren Geisseln (Goodwin und Worsley, 1993).
Beim Menschen stellt eine Infektion mit Helicobacter
pylori die hiufigste und wichtigste Ursache fiir eine Ga-
stritis dar (Graham, 1989). In Selbstversuchen wurde
durch die perorale Aufnahme von Helicobacter pylori
eine akute Gastritis ausgelost (Marshall et al., 1985; Mor-
ris und Nicholson, 1987). Der Keim ist im Magen von
60-90% der Menschen mit einer Gastritis zu finden
(Riihl und Morgenroth, 1988). Gelingt es, Helicobacter
pylori aus einem Magen zu eliminieren, so verschwindet
auch die dazugehorige Gastritis (Tytgat et al., 1991).
Auch zwischen dem Vorkommen von Magenulzera und
Helicobacter pylori besteht eine hohe Korrelation (Mal-
fertheiner et al., 1987; Ruehl und Morgenroth, 1988;
Fritsch, 1989).

Auch beim Rind gibt es Hinweise, dass bakterielle Infek-
tionen an Labmagenlidsionen beteiligt sein konnen. So
wurden aus Labmagenlisionen von Kilbern Campylo-
bacterspezies (Al Mashat und Taylor, 1980) und Clostri-
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smears. Spiral-shaped bacteria were found in the
pylorus of 96 abomasa and in the fundus and py-
lorus of one abomasum. The rod-shaped bacteria
could not be differentiated from Helicobacter py-
lori by light microscopy. They were seen in glan-
dular lumina of the superficial region of the muco-
sa in 97 abomasa. They were limited to the pylo-
rus and fundus in 16 and 59 cases, respectively,
and occurred in both these areas in 23 cases.

The results of this study indicate that spiral-
shaped bacteria may be found frequently in the
bovine abomasum. Further investigations are re-
quired to determine whether these bacteria are as-
sociated with the inflammatory lesions that were
‘observed and whether they play a role in the
pathogenesis of abomasal ulcers.

Key words: cow — abomasum — Helicobacter
pylori — spiral shaped bacteria

dium perfringens (Mills et al., 1990) isoliert. Helicobac-
ter pylori konnte aber in Labmagenulzera von Kilbern
weder histologisch noch kulturell gefunden werden (Je-
linski et al., 1995).Im schmalen Anteil der Kardiadriisen-
zone von Kilbern konnten jedoch histologisch Campy-
lobacter-dhnliche Keime nachgewiesen werden (Giuin-
ther und Schulze, 1992). In Labmigen von Kiithen mit
und ohne Schleimhautlisionen wurden spiralformige
Bakterien gefunden (Haringsma und Mouwen, 1992).
Haringsma und Mouwen (1992) waren auch der Ansicht,
dass diese Keime, zusammen mit einer reduzierten
Schleimhautbarriere, an der Pathogenese von Labma-
genulzera beteiligt sein konnten.

Fir den Nachweis von Helicobacter pylori kommen
beim Menschen verschiedene Methoden wie die histolo-
gische, kulturelle und mikroskopische Untersuchung
von Magenschleimhautbiopsien, die serologische Unter-
suchung und der Ureaseschnelltest in Frage. Der histo-
logische Nachweis der Bakterien im Gewebe ist am er-
folgversprechendsten, wenn die Schnitte mit Silberfar-
bungen, wie z.B. der Firbung nach Warthin-Starry, ge-
firbt werden (Weinstein, 1993). Beim kulturellen Nach-
weis werden vorzugsweise Nihrmedien auf Blutbasis
verwendet (Weinstein, 1993). Wichtig ist, dass die Kultu-
ren in einer mikroaerophilen Atmosphire bei einer Tem-
peratur von 37 °C bebriitet werden. Der Ureaseschnell-
test beruht darauf, dass Helicobacter pylori grosse Men-
gen von Urease produziert (Marshall et al., 1987),so dass
das Vorhandensein von Urease in der Magenschleimhaut
von Menschen meist mit einer Infektion dieses Keimes
gleichzusetzen ist.

Mit Helicobacter pylori verwandte, im Magen von
Mensch und Tier vorkommende Keime sind «Gastro-
spirillum hominis» oder «Helicobacter heilmannii»
beim Menschen (Dent etal., 1987),«Gastrospirillum suis»
beim Schwein (Queiroz et al., 1990), Helicobacter aci-
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nonyx beim Gepard (Eaton et al., 1993), Helicobacter
mustelae beim Frettchen (Fox et al., 1986), Helicobacter
felis bei Hund und Katze (Lee et al., 1988; Geyer et al.,
1993;) sowie Helicobacter bizzozeronii beim Hund
(Hanninen et al., 1996).

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es ab-
zukldren, ob im Labmagen des Rindes Helicobacter py-
lori oder dhnliche Keime vorkommen und ob diese Kei-
me mit entziindlichen oder ulzerativen Verinderungen
einhergehen.

Material und Methoden
Labmédgen

Die Untersuchungen wurden an 112 Labmigen von kli-
nisch gesunden Kiihen, die wegen ungentiigender Milch-
leistung oder Unfruchtbarkeit geschlachtet wurden,
durchgefiihrt. Die Labmigen wurden unmittelbar nach
der Schlachtung vom Psalter und Duodenum getrennt.
Dann wurden sie grob entleert,indem ihr Inhalt mit bei-
den Hinden durch die Trennstelle im Pylorusbereich
herausgedriickt wurde. Anschliessend wurden die Lab-
migen an beiden Enden abgebunden und zur weiteren
Untersuchung ins Labor transportiert.

Nach der Eroffnung der Labmigen entlang der kleinen
Kurvatur wurden aus je einer Standardlokalisation im
Bereich der grossen Kurvatur des Fundus und des Pylo-
rus Proben fiir die bakteriologische und die histologi-
sche Untersuchung entnommen. Dann wurde der Lab-
magen mit Wasser abgespiilt,und es wurden die Zahl,das
Aussehen und die Lokalisation etwaiger Schleimhautver-
anderungen in Anlehnung an die Klassifizierungen von
Whitlock (1980) und Eicher (1989) festgehalten.

Kontrollprobhen

Als positive Kontrollen dienten die Kultur eines Feldiso-
lates von Helicobacter pylori aus dem Magen eines Kin-
des' und Schleimhauthomogenisate aller untersuchten
Labmigen, die mit einer frisch hergestellten Helicobac-
ter-pylori-Kultursuspension vermischt wurden. Von je-
der Kontrolle wurde zudem ein gramgefirbter Ausstrich
hergestellt und ein Ureasetest durchgefiihrt.

Bakteriologische Untersuchungen
der Schleimhauthomogenisate

Die bakteriologische Untersuchung umfasste einen
Ureasetest, die mikroskopische Untersuchung eines
gramgefirbten Ausstriches und die Kultivierung auf ver-
schiedenen festen Nihrmedien.

Ureasetest: Von jeder Homogenisatprobe wurde eine
Ose voll Material in ein Reagenzglas mit 2 ml Ureaseme-
dium nach Christensen tberfiihrt. Eine vollstindige Ver-
firbung des Mediums nach rosa innerhalb von 18 Stun-
den bei Raumtemperatur wurde als positiv beurteilt
(Radin et al., 1990).

Untersuchung von gramgefdrbten Ausstrichen: Von
jeder Schleimhautprobe wurde ein Ausstrichpriparat
hergestellt,nach Gram gefirbt und mikroskopisch unter-
sucht.

Kultivierung auf verschiedenen festen Nibrmedien:
An den fiir die Probeentnahme ausgewihlten Stan-
dardlokalisationen im Fundus bzw. Pylorus wurden die
noch vorhandenen Futterbreireste mit einem Holzspatel
von der Schleimhaut abgestreift. Dann wurde mit einer
sterilen Schere ein 7X7 cm grosses Stiick Labmagen-
wand herausgeschnitten und in eine Petrischale ver-
bracht. Auf den entnommenen Stiicken wurde die

! Institut fiir medizinische Mikrobiologie der Universitit Ziirich

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten festen Nébrmedien und die Kulturbedingungen

Plaite Genaue Bezeichnung Kulturbedingungen
Blutagar Trypticase Soy Agar (N1. 11043, BBL, Cockeysville, USA) mit | a) 3-5 Tage bei 37 °C in aerober Atmosphire
5% Schafblut b) 3-5Tage bei 37 °C in anaerober Atmosphire
(10% CO,,90% N,) (Anaero Gen® OXOID UNIPATH
LID, Basmgstoke Hampshire, UK) ,
¢) 6Tage bei 37 °C in mikroaerober Atmosphire
(5% O3,10% CO,, 85% N»)
Brolac-Agar Bromthymolblau-Laktoseagar (BROLAC -Agar, 1639, 3-5 Tage bei 37 °C in aerober Atmosphire
. E. Merck, Darmstadt, D) , ,' ,
HP-Agar Selekuvnahrmedmmffur Helicobacter pylori: Brain Heart | 6 Tage bei 37 °C in mikroaerophiler Atmosphire
Infusion Agar (BHI Agar, 0418-17-7, DIFCO, Detroit, USA) ‘
mit Zusatz von 5% schokoladisiertem Pferdeblut und pro
ml 5 pg Trimethoprim, 2.5 IU Polymyxin B-Sufat, 2 g
; Ampbhotericin B, 6 ug Vancocin. . . _
Campylobacter-Agar | Blood agar base Nr. 2 (Code CM 271 OXOID) mit Zusatz | 3-5 Tage bei 37 und 41 °C in mikroaerophiler Atmosphiire
nach BUTZLER* ‘von 5% Schafblut, 0.4% Campylobacter Growth . '
Supplement (SR 84 OXOID) und 0.6% Campylobacter
Selectiv Supplement nach Butzler (SR 85 OXOID)

* Campylobacter-Platten nach BUTZLER wurden nur fiir die Umziichtung von Kolonien beniitzt, die auf mikroaerophil inkubierten Platten
gewachsen und morphologisch und mikroskopisch fiir Helicobacter oder Campylobacter verdichtig waren.
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Schleimhaut mit einem sterilen Skalpell auf einer Fliche
von 4 X4 cm abgekratzt und auf diese Weise ein Schleim-
hauthomogenisat hergestellt. Mit jeder Schleimhaut-
probe wurden, wie bei Anliker (1996) im Detail be-
schrieben, mehrere feste Nahrboden beimpft und aerob,
anaerob sowie mikroaerophil bebriitet (Tab. 1). Campy-
lobacter spp. wurden mittels einer api CAMPY-Galerie
(Bio Merieux, Lyon) charakterisiert. Die Differenzierung
anderer Bakterien erfolgte nach tiblichen bakteriologi-
schen Methoden.

Histologische Untersuchungen von Labmagenproben

Von jedem Labmagen wurde aus dem Fundus- und Pylo-
rusbereich unmittelbar neben den Entnahmestellen fiir
die bakteriologische Untersuchung ein 2X3 cm grosses
Stiick der Labmagenwand herausgeschnitten. Die ent-
nommenen Proben wurden in Formalin fixiert und dar-
aus routinemdssig mikroskopische Schnitte hergestellt.
Je eine Probe wurde mit Himalaun-Eosin gefirbt bzw.
nach Warthin-Starry versilbert.

Bei der Beurteilung erfolgte die Kriterienauswahl in An-
lehnung an das »Sydney-System» von Price (1991). Die
einheitliche Graduierung der ausgewihlten Parameter
wurde ebenfalls von Price (1991) iibernommen und er-
folgte in 3 Stufen.

Die Himalaun-Eosin-Schnitte wurden lichtmikrosko-
pisch auf Anwesenheit und Grad der Autolyse, lympho-
plasmazellulire Infiltrate, Lymphfollikel, neutrophile
und eosinophile Granulozyten sowie auf parasitire Ver-
inderungen untersucht.

In den versilberten Schnitten wurde nach spiralformi-
gen Keimen und nach Helicobacter-pylori-ihnlichen
Bakterien gesucht.

Histologische Beurteilung von Schleimhautlzisionen

Von 32 Labmigen mit makroskopisch sichtbaren Verin-
derungen wurden aus 46 Schleimhautlisionen zusitzli-
che Proben entnommen und wie oben beschrieben mit
Himalaun-Eosin gefarbt bzw. nach Warthin-Starry versil-
bert und anschliessend histologisch untersucht.

Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Re-
chenprogrammes SPSS/PC+ Version 4.0 nach Anleitung
von Norusis (1990).

Ergebnisse
Makroskopisch sichthare Schieimhautverdnderungen

Von den total untersuchten 112 Kiihen fanden sich bei
32 Labmigen insgesamt 225 Schleimhautldsionen. In An-
lehnung an die Klassifizierung von Eicher (1989) handel-
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te es sich dabei um 193 Lisionen des Typs I-a (Schleim-
hautrétung), 24 Lisionen des Typs I-b (Erosion), 3 Li-
sionen des Typs I-c (eigentliches Ulkus) und um 5 narbi-
ge Verinderungen. 51 dieser Verinderungen waren im
Fundus und 174 im Pylorus lokalisiert.

Weitere 14 Labmigen wiesen diffus verteilte Wurmkno-
ten mit einem Durchmesser von 1-2 mm auf.

Bei 15 Labmigen war eine flichenhafte Rotung der
Schleimhaut vorhanden.

Bakteriologische Untersuchungen
der Schleimhauthomogenisate (Tah. 2)

Ureasetest: Der Ureasetest war in allen Kontrollproben -
allerdings schon innert 2 Stunden - positiv.

Die Pylorusproben reagierten signifikant hiaufiger posi-
tiv (63mal) als die Fundusproben (35mal; Differenz
P < 0.01,Chi? = 19.0).In 24 Labmigen war die Ureasere-
aktion sowohl in den Proben des Fundus als auch in
denjenigen des Pylorus positiv.

Tabelle 2: Ureasetest, Ausstrich und Kultur von
Fundus- und Pylorusproben aus 112 Labmdigen
(Standardlokalisationen obne makroskopische
Ldsionen)

Parameter Pylorus Fundus Pylorus +
z ' Fundus

Ureasetest positiv 63 35¢ 24
Ausstrich

Spiralformige Bakterien 101 130 130

H. -pylori-ihnliche Keime 7 7 1
Kultur

Hpylori 0 | 0 0

H cinaedi 1 3 0

Campylobacter sp. 1 4 0

C. byointestinalis 0 2 0

* Differenz Pylorus zu Fundus P < 0.01, Chi*Test

Untersuchung der gramgefdrbten Ausstriche: In den
positiven Kontrollausstrichen waren die Helicobacter-
pylori-Keime an der typischen Morphologie zu erken-
nen (Abb. 1). Sie stellten sich als leicht gebogene bis
U-formige, gramnegative Stabchen dar. Die Linge betrug
2,5-5 um und die Breite 0,5-1 um.

In den Ausstrichen der Labmagenhomogenisate wurde
eine grosse Zahl Bakterien unterschiedlichster Morpho-
logie und Anfiarbbarkeit gefunden.Es liessen sich 2 Grup-
pen von verdichtigen Keimen erkennen. Dabei handelte
es sich um spiralformige Bakterien und um Keime, die
von Helicobacter pylori morphologisch nicht unter-
schieden werden konnten.

Bei den spiralféormigen Bakterien handelte es sich um
gramnegative, feine, kommaformige oder gewundene
Bakterien mit 2-6 Windungen unterschiedlicher Ampli-
tude. Die Liange betrug 1,5-5 um. Die Bakterien wurden
oft nesterartig in kleinen Haufen, gelegentlich aber auch
einzeln angetroffen. Die spiralformigen Bakterien wur-
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den im Pylorus signifikant hdufiger (101mal) als im Fun-
dus (30mal) gefunden (Differenz Pylorus zu Fundus
P < 0.01,Chi? = 92.7). Bei allen positiven Fundusproben
waren auch die entsprechenden Pylorusproben positiv.
Zwischen einem positiven Ureasetest und dem Vorkom-
men von spiralféormigen Bakterien bestand ein signifi-
kanter Zusammenhang (P < 0.01,Chi? = 23.6). Allerdings
reagierten immerhin 20 Proben falsch negativ und 52
falsch positiv, was diese Aussage relativiert.

Je 7mal wurden im Fundus bzw.im Pylorus Keime nach-
gewiesen, die im gramgefarbten Priaparat nicht von Heli-
cobacter pylori zu unterscheiden waren. In einem Lab-
magen wurden diese Keime sowohl im Pylorus als auch
im Fundus gefunden.

Kultivierung auf verschiedenen festen Ndbrmedien:
Helicobacter pylori konnte bei mikroaerophiler Kulti-
vierung der positiven Kontrollproben von 110 Labmi-
gen reisoliert werden.

Aus den nicht kinstlich beimpften Labmigen konnte
Helicobacter pylori in keinem einzigen Fall isoliert wer-
den.Aus 3 Labmigen wurde jedoch Helicobacter cinae-
di, aus 4 Labmigen Campylobacter spp.und aus 2 Lab-
magen Campylobacter hyointestinalis isoliert.

Abbildung 1: Kontrollausstriche von Helicobacter
pylori (4 Tage alte Kultur). Gramfdrbung,
Vergrosserung X 1000.

Band 139, Heft 11, November 1997
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Abbildung 2: Histologischer Schnitt des Labmagens
aus dem Pylorusbereich. Ein grésserer Lymphozyten-
herd (Stern) liegt unter einer Schleimbautgrube und
debnt sich bis zur Submukosa aus. Zwischen den
Driisen sind diffus verteilte lymphoplasmazelluldire
Infiltrate sichtbar (Pfeilspitzen). Mittelstarke
Vergrosserung, HE-Farbung.

Die iibrigen nachgewiesenen Keime gehorten zur nor-
malen transienten Flora.

Histologische Befunde in den makroskopisch
unverdnderten Fundus- und Pylorusproben (Tah. 3)

Entziindungszellen: Diffuse lymphoplasmazellulire In-
filtrate wurden mit einer Ausnahme in allen Labmigen
nachgewiesen (Abb. 2).Sie waren 107mal in Pylorus und
Fundus, 3mal nur im Pylorus und 1mal nur im Fundus zu
finden (Tab. 3). Der Schweregrad der lymphoplasmazel-
luldren Infiltration war im Pylorus signifikant stirker als
derjenige des Fundus (Differenz Pylorus zu Fundus
P 20,01, Chi® = 58.2).

Lymphfollikel wurden, von 3 Ausnahmen abgesehen,
ebenfalls in jedem Labmagen nachgewiesen (71mal in
Pylorus und Fundus, 22mal nur im Pylorus, 16mal nur im
Fundus). Der Befallsgrad war im Pylorus signifikant stir-
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. ENur Fundus

Tabelle 3: Histologische Parameter ‘Pylor‘iié und | Nur Pjiléms k Negat;'z)
Befunde im Fundus und . - , Fundus ;
Pylorus von 112 Labmdgen Iymptophiaveliulite Inflieate | 107 3 e

Lymphfollikel

 Differenz Pylorus zu Fundus P < 0.01, Chi*Test

ker als im Fundus (Differenz Pylorus zu Fundus P < 0.05,
Ch? = 6.8).

Nur 4 Labmigen enthielten neutrophile Granulozyten.
Diese waren immer in der Pylorusschleimhaut lokali-
siert.

Eosinophile Granulozyten wurden in 37 Labmigen nach-
gewiesen (2mal in Pylorus und Fundus, 32mal nur im
Pylorus, 7mal nur im Fundus; Differenz Pylorus zu Fun-
dus P < 0.01, Chi* = 19.7).

Parasitire Verinderungen wurden in 20 Labmigen fest-

gestellt (4mal in Pylorus und Fundus, 15mal nur im Pylo-
rus, 9mal nur im Fundus). Zwischen dem Vorkommen
von eosinophilen Granulozyten und parasitiren Verin-
derungen bestand ein signifikanter Zusammenhang
(P < 0.05, Chi* = 4.7).

Bakterien:In den nach Warthin-Starry gefirbten Schnit-
ten konnten die gleichen beiden Bakteriengruppen ge-
funden werden, die auch in den gramgefirbten Ausstri-
chen der Labmagenhomogenisate zu sehen waren, nim-
lich die spiralformigen Bakterien einerseits (Abb. 3) und

Abbildung 3. Spiralférmige Bakterien in der Pylorus-
schleimbaut. Die Bakterien sind unterschiedlich lang
und zum Teil gebogen. Warthin-Starry-Fdrbung,
Vergrosserung X 1000.
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Abbildung 4: Helicobacter-pylori-ciibnliche Bakterien
in der Fundusdriisenschleimbaut. Die BaRterien sind
zum Teil gebogen. Warthin-Starry-Fdrbung,
Vergrdsserung X 1000.

Band 139, Heft 11, November 1997



U. Braun, H. Anliker, L. Corboz, P. Ossent e Spiralférmige Bakterien im Labmagen des Rindes 513

die stibchenartigen, Helicobacter-pylori-ihnlichen Bak-
terien (Abb. 4) andererseits.

Spiralformige Bakterien wurden nur bei einem Labma-
gen in Pylorus und Fundus, bei 96 Labmigen jedoch
ausschliesslich im Pylorus gefunden. Der Befallsgrad vari-
ierte von leicht bis stark. Die Keime waren meist nahe
der Schleimhautoberfliche und nur selten in tiefer gele-
genen Driisenabschnitten zu finden. Zwischen dem Auf-
treten von histologischen Schleimhautverinderungen
und dem Vorkommen von spiralférmigen Bakterien be-
stand eine signifikante Beziehung (P < 0.01,Ch? = 13.9).
Eine dhnliche Beziehung bestand zwischen dem Vor-
kommen von spiralférmigen Bakterien und dem Befalls-
grad mit Lymphfollikeln (P < 0.05, Chi®> = 6.7), dem
Befallsgrad mit eosinophilen Granulozyten (P < 0.01,
Chi? = 15.4) und dem Schweregrad der lymphoplasma-
zelluldren Infiltration (P < 0.01, Chi? = 36.1).

Die stibchenartigen Bakterien waren lichtmikrosko-
pisch nicht von Helicobacter pylori zu unterscheiden.
Sie wurden in der Schleimhaut von 98 Labmigen gefun-
den (23mal in Pylorus und Fundus, 16mal nur im Pylorus,
59mal nur im Fundus; Differenz Pylorus zu Fundus
P < 0.01,Chi? = 34.1). Der Befallsgrad war, von 5 Ausnah-
men abgesehen, leicht. Die Keime wurden ausschliess-
lich in den Driisenlumina der obersten Schleimhautre-
gion angetroffen. In der Pylorusschleimhaut kamen die
Helicobacter-pylori-ihnlichen Bakterien oft zusammen
mit den spiralférmige Bakterien vor.

Zwischen dem Vorkommen von Schleimhautldsionen im
Labmagen und Helicobacter-pylori-ihnlichen Bakterien
bestand kein statistischer Zusammenhang.

Histologische Beurteilung von 46 Schieimhautlésionen
und Vergleich mit den Standardlokalisationen

Lymphoplasmazellulire Infiltrate wurden in 42 Proben,
Lymphfollikel in 32 Proben,neutrophile Granulozyten in
6 Proben, eosinophile Granulozyten in 10 Proben und
parasitire Verinderungen in 11 Proben gefunden.25mal
wurden spiralférmige Bakterien und 16mal Helicobac-
ter-pylori-dhnliche Bakterien gesehen.

Beim Vergleich der 46 Schleimhautlisionen mit den
Standardlokalisationen aller Labmigen zeigte es sich,
dass eosinophile Verinderungen in der aus Labmagen-
lisionen gewonnenen Fundusdriisenschleimhaut signi-
fikant hdufiger als in der aus den Standardlokalisationen
gewonnenen vorkamen (Differenz P < 0.01,Chi® =6.97).
Das gleiche galt fiir die parasitiren Verinderungen
(Chi? = 8.63). Im Pylorus konnten Lymphfollikel in den
Standardlokalisationen hiufiger als in den Lisionen ge-
funden werden (Differenz P < 0.05, Chi? = 5.54).

Vergleich zwischen Labmé#gen mit und ohne Lésionen

Zwischen den 32 Labmigen mit und den 80 Labmigen
ohne Schleimhautldsionen bestanden in bezug auf die
Anwesenheit von Entziindungszellen in den beiden
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Standardlokalisationen Fundus und Pylorus mit Ausnah-
me der eosinophilen Granulozyten keine signifikanten
Unterschiede. Eosinophile Granulozyten kamen in der
Fundusdriisenschleimhaut von Labmigen mit Schleim-
hautlisionen hiufiger vor als in solchen ohne Lisionen
(Differenz P < 0.01, Chi? = 6.72).In bezug auf die bakte-
riellen Befunde ergaben sich keine Unterschiede.

Diskussion

Das hiufige Vorkommen von lymphoplasmazelluliren
Infiltraten, Lymphfollikeln und eosinophilen Granulozy-
ten weist auf eine weit verbreitete chronische entziindli-
che Reaktion hin, bei welcher die Pylorusschleimhaut
stirker als die Fundusschleimhaut betroffen war. Ahnli-
che Verinderungen wurden beim Rind auch von Ha-
ringsma und Mouwen (1992) beobachtet, die in Labmi-
gen mit und ohne makroskopisch sichtbare Lisionen in
gleicher Weise vorkamen.

Die Auswertung der gramgefarbten Schleimhautausstri-
che ergab eine starke Besiedlung der Labmagenschleim-
hautoberfliche mit spiralférmigen Bakterien, wobei der
Pylorus bedeutend stirker als der Fundus betroffen war.
Helicobacter-pylori-ihnliche Keime konnten auf der
Labmagenschleimhaut nur in wenigen Fillen nachge-
wiesen werden.

Vermutlich handelt es sich bei den auf der Schleimhaut-
oberfliche vorhandenen tibrigen Keimen um eine tran-
siente, aus den Vormigen mit dem Futter in den Labma-
gen gelangte Flora. Es sind aber nur spezifische Erreger,
die trotz saurem Milieu des Labmagens die Labmagen-
schleimhaut besiedeln konnen.

In bezug auf die spiralformigen Bakterien bestand fiir
den Pylorus zwischen den Befunden in den Ausstrich-
priparaten und den histologischen Befunden eine recht
gute Ubereinstimmung. Fiir den Fundus war dies jedoch
nicht der Fall. Den in 30 Ausstrichen nachgewiesenen
spiralformigen Bakterien stand nur ein einziger positiver
Nachweis im histologischen Priparat gegeniiber. Ahnli-
che Keime wurden von Haringsma und Mouwen (1992)
in der Labmagenschleimhaut von Kithen mit und ohne
Lasionen gefunden. Obwohl bei der histologischen Beur-
teilung der einzelnen Priparate die spiralformigen Bak-
terien nicht direkt mit den Entziindungsvorgingen in
Verbindung zu bringen waren, ergaben die Gesamter-
gebnisse einen signifikanten Zusammenhang mit
Schleimhautverinderungen. Insbesondere bestand eine
signifikante Beziehung zwischen dem Vorkommen von
spiralformigen Bakterien und einer erhohten Zahl von
Lymphozyten, Plasmazellen, Lymphfollikeln und eosino-
philen Granulozyten. Ahnliche Befunde wurden von
anderen Autoren beim Schwein (Queiroz et al., 1990),
bei der Katze (Hermanns et al., 1995) und bei der Maus
(Lee und O’Rourke, 1993) erhoben. So beobachteten
Queiroz et al. (1990) beim Schwein im Zusammenhang
mit dem Vorkommen von spiralférmigen Bakterien eine
Entzindung der Antrumschleimhaut, und Mendes et al.
(1991) zeigten, ebenfalls beim Schwein, einen Zusam-
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menhang von spiralformigen Bakterien und einer erh6h-
ten Lymphfollikelzahl bei einer Entziindung der Pylorus-
schleimhaut. Auch bei der Katze, nicht jedoch beim
Hund, konnte ein Zusammenhang zwischen histopatho-
logischen Verinderungen und dem Auftreten von spiral-
formigen Bakterien in der Magenschleimhaut aufgezeigt
werden (Hermanns et al., 1995). Der Verdacht liegt des-
halb nahe, dass dem von uns statistisch belegten Zusam-
menhang zwischen dem Auftreten von Schleimhautin-
filtrationen und spiralférmigen Bakterien auch eine Kau-
salitit zugrunde liegen konnte. Dies gilt umso mehr, als
fiir den Schweregrad der histologischen Schleimhautver-
inderungen und fiir den Befallsgrad mit spiralformigen
Bakterien in dem Sinne Ubereinstimmung herrschte,
dass beide in der Pylorusschleimhaut stirker als in der
Fundusdriisenschleimhaut anzutreffen waren. Die Hy-
pothese ist jedoch insofern zu relativieren, als eine nega-
tive Kontrollgruppe fehlte. Es waren nur 11 bzw. 15 Lab-
magen ohne mikroskopisch bzw. histologisch nachge-
wiesene spiralformige Bakterien. Die Entziindung der
offensichtlich empfianglichen Pylorusregion konnte
durchaus auch durch andere Noxen entstehen. Auch fiir
den erhohten Anteil an eosinophilen Granulozyten in
41 Labmigen scheinen die spiralformigen Bakterien
eher nicht verantwortlich gewesen zu sein. Hier sind
als Ursache neben parasitiren Verinderungen auch aller-
gische Reaktionen auf gewisse Futterproteine in Be-
tracht zu ziehen.

Stibchenartige Bakterien mit Formen, die lichtmikrosko-
pisch von Helicobacter pylori nicht unterschieden wer-
den konnten, wurden in den histologischen Schnitten
von 87% aller Labmigen gefunden, wobei sie hdufiger im
Fundus als im Pylorus anzutreffen waren. Ahnliche Kei-
me wurden auch von Haringsma und Mouwen (1992)
beschrieben. Wir konnten aber keinen statistischen Zu-
sammenhang mit Entziindungserscheinungen aufzeigen,
obschon bei iiber 90% der untersuchten Labmigen ent-
zundliche Verinderungen in Form von Lymphfollikeln
und lymphoplasmazelluliren Infiltraten nachgewiesen
wurden.

Obwohl Helicobacter-pylori-ihnliche Bakterien sowohl
in den histologischen Schnitten als auch in den Ausstri-
chen zu finden waren, konnte Helicobacter pylori nur
aus den positiven Kontrollproben isoliert werden. Es
scheint somit unwahrscheinlich, dass Helicobacter py-
lori im Labmagen des Rindes vorkommt. Auch Vaira et
al. (1992) konnten diesen Keim beim Rind weder kultu-
rell noch serologisch nachweisen. In den vorliegenden
Untersuchungen konnte in der Schleimhaut von 6 Lab-
madgen Campylobacter spp. nachgewiesen werden. Eine
Beziehung zu Schleimhautverinderungen wurde jedoch
nicht festgestellt. Im Gegensatz dazu zeigten Al-Mashat
und Taylor (1980), dass Campylobacter spp. im Verdau-
ungstrakt von Rindern und Kilbern entziindliche
Schleimhautlidsionen hervorrufen konnen. Auch Mills
et al.(1990) konnten Campylobacter spp. aus Labmagen-
lasionen von Kilbern isolieren. Aus 2 Labmigen konnte
Campylobacter byointestinalis isoliert werden. Dieser
Keim wurde frither beim Schwein im Zusammenhang
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mit der proliferativen Enteropathie diskutiert (Gebhart
et al., 1983). Beim Rind wurde er zum ersten Mal von
Roberts et al. (1983) nachgewiesen. Weiter wurde aus
3 Labmagen Helicobacter cinaedi - unseres Wissens
beim Rind zum ersten Mal - kultiviert, ohne dass ein
Zusammenhang mit Schleimhautverinderungen fest-
stellbar war. Helicobacter cinaedi gehort zur normalen
Intestinalflora des Hamsters (Gebhart et al., 1989); beim
Menschen wurde dieser Keim im Zusammenhang mit
gastrointestinalen Problemen bei homosexuellen Min-
nern beobachtet (Totten et al., 1985).

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass
spiralformige Bakterien im Labmagen des Rindes sehr
hiufig vorkommen. Sie weisen auch darauf hin, dass die
gleichzeitig festgestellten entziindlichen Verinderungen
mit den spiralférmigen Bakterien in Zusammenhang
stehen. Ob den spiralférmigen Bakterien auch bei der
Ulkuspathogenese eine Bedeutung zukommt, muss
durch weitere Untersuchungen abgeklirt werden.
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Etude sur la présence de hactéries en forme
de spirale dans la caillette de bovins

Le but de I'étude présente était de déterminer si
Helicobacter pylori ou d'autres bactéries sembla-
bles se trouvent dans la caillette des bovins. Les
examens ont été effectués sur 112 caillettes de
vaches saines abattues. Des échantillons ont été
prélevés pour des examens bactériologiques et
histologiques a un endroit du fundus et du py-
lore. Les échantillons du pylore ont réagi positi-
vement plus souvent (63 fois) au test a l'uréase
que les échantillons du fundus (35 fois). Deux
groupes de microorganismes suspects ont été
identifiés sur les préparations par la méthode de
Gram. Il s'agissait de bactéries en forme de spira-
le et de microorganismes en forme de batonnet
qui ne pouvaient pas étre différenciés morpholo-
giquement de Helicobacter pylori. Les bactéries
en forme de spirale ont été trouvées plus sou-
vent dans le pylore (101 fois) que dans le fundus
(30 fois). Les bactéries semblables a Helicobacter
pylori ont été décelées uniquement 7 fois dans
le fundus et dans le pylore. Dans aucun cas, Heli-
cobacter pylori n'a pu étre isolé par culture.

Au cours de l'examen histologique, une infiltra-
tion de lymphocytes et de plasmocytes a été dé-
celée dans tous les cas mis a part une exception.
Des follicules lymphatiques ont été identifiés
dans toutes les caillettes mis a part 3 cas. Des gra-
nulocytes neutrophiles ont été décelés dans

4 caillettes et des granulocytes éosinophiles dans
37 caillettes. Des lésions d'origine parasitaire
étaient présentes dans 20 caillettes.

Sur les coupes histologiques préparées d'apres la
méthode de Warthin-Starry ainsi que sur les pré-
parations d'apres la méthode de Gram, des bacté-
ries en forme de spirale et en forme de batonnet
ont été mises en évidence. Des bactéries en for-
me de spirale ont été trouvées dans le pylore de
96 caillettes et dans le fundus et le pylore d'une
caillette. Les bactéries en forme de batonnet ne
pouvaient pas étre différenciées de Helicobacter
pylori, Elles ont été trouvées dans la lumiére des
glandes de la plus haute région de la muqueuse
de 97 caillettes (16 fois dans le pylore, 59 fois
dans le fundus, 23 fois dans le pylore et dans le
fundus).

Ces examens démontrent que des bactéries en
forme de spirale peuvent étre décelées dans la
caillette des bovins. D'autres études sont néces-
saires pour démontrer si les lésions inflamma-
toires sont causées par les bactéries en forme de
spirale et si ces 1ésions ont une importance dans
la pathogenese de l'ulcere.
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Osservazioni sull'insorgenza di batteri a forma
di spirale nell'abomaso del manzo

Lo scopo del lavoro qui presentato era di verifi-
care, se nell'abomaso del manzo esistono batteri
del tipo Helicobacter pylori o simili. Le analisi fu-
rono effettuate su 112 abomasi provenienti da
animali da macello sani. Sono state prelevate del-
le prove sia dal fondo che dal piloro dell'aboma-
so e poi analizzate dal punto di vista batteriologi-
co ed istologico. Nel test dell'ureasi le prove pre-
levate dal piloro reagivano piu frequentemente
in modo positivo (63 volte) che le prove preleva-
te dal fondo dell'abomaso (35 volte). Nella colo-
razione di Gram si potevano riconoscere due
gruppi di batteri sospetti. Si trattava infatti di bat-
teri a forma di spirale e a forma di bastoncino
non differenziabili dal punto di vista morfologico
da Helicobacter pylori.1 batteri a forma elicoida-
le venivano riscontrati piu frequentemente nella
zona del piloro (101 volte) che nel fondo (30 vol-
te). I batteri simili all'Helicobacter pylori sono
stati riscontrati nel fondo dell'abomaso e nel pi-
loro solo 7 volte. Mai una volta si ¢ potuto isolare
Helicobacter pylori negli abomasi analizzati. Nel-
I'analisi istologica sono state osservate, a parte un
caso, delle diffuse infiltrazioni di linfociti. In tutti
gli abomasi, eccetto che in tre casi, si sono potuti
riscontrare dei follicoli linfocitari. In 4 abomasi
sono stati riscontrati dei granulociti neutrofili ed
in 37 abomasi furono accertati granulociti eosi-
nofili. In 20 casi sono stati registrati danni paras-
sitari all'abomaso.

Nelle colorazioni secondo Warthin-Starry dei pre-
parati istologici si € potuto riscontrare la presen-
za di batteri a forma elicoidale e a bastoncino,
analogamente alle colorazioni di Gram. In 96
abomasi si sono riscontrati dei batteri a forma di
spriale nella regione pilorica ed in un caso sia
nel fondo che nel piloro dell'abomaso. All'analisi
microscopica i batteri a forma di bastoncino non
erano differenziabili da Helicobacter pylori. Que-
sti batteri sono stati ritrovati sullo strato pit
esterno della mucosa in 97 abomasi (16 volte
solo nella regione pilorica, 59 volte solo nel fon-
do dell'abomaso, 23 volte in ambedue le zone
abomasiche).

I risultati del lavoro mostrano una massiccia pre-
senza di batteri a forma di spirale nell'abomaso
del manzo. Rimane da verificare in future ricer-
che, se i danni riscontrati alla mucosa siano do-
vuti alla presenza di questo tipo di batteri o co-
storo siano determinanti nella patogenesi di pro-
cessi ulcerativi nell'abomaso.
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