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Zusammenfassung

Bakteriell bedingte Endometritiden stellen einen Hauptgrund fur Fertilitétsstérungen bei Pferdestuten dar. Wéhrend in der Humanmedizin
die Bildung bakterieller Biofilme eine Ursache chronischer und rezidivierender Infektionen sein kann, ist Gber ihre Bildung im Genitaltrakt
der Stute bis jetzt nur sehr wenig bekannt. Aus diesem Grund war es das Ziel der Studie, an Uterusbioptaten von Stuten mit bakferiellen
Infektionen im Genitaltrakt die entsprechenden Keime mittels In situ-Hybridisierung (ISH) darzustellen und Hinweise auf die Formation von
Biofilmen zu gewinnen. Zur Verfigung standen Endometriumbioptate von 395 Vollblutstuten mit Reproduktionsstérungen, bei denen im
Rahmen der zuchthygienischen Untersuchung eines Uterustupfers (fakultativ) pathogene Bakterien nachgewiesen worden waren, insbeson-
dere Streptococcus spp. (96 Stuten), E.coli (99 Stuten), Pseudomonas spp. (21 Stuten), und Klebsiella spp. (7 Stuten). Die Bioptate wurden
fur die konventionelle Lichtmikroskopie sowie fur die In situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten Sonden aufgearbeitet. 30 Stuten mit
Streptokokkeninfektion zeigten histologisch eine in Grad und Charakter variierende Endometritis, von den 99 Stuten mit E.coli-Infektionen
waren 36 Tiere erkrankt. Bei sechs von sieben Stuten mit Klebsielleninfektion lag eine Entzindungsreaktion vor, zwélf Stuten von 21 mit
mikrobiologischem Nachweis von Pseudomonas spp. wiesen entziindliche Lésionen auf. Bei allen Gbrigen Tieren konnte keine Endometri-
tis nachgewiesen werden. Mittels ISH gelang bei Stuten mit kulturellem Nachweis von Streptokokken in sechs Bioptaten mit Endometritis
und in acht Proben ohne Entzindungsreaktion die Darstellung bakterieller DNA. Nukleinsdure von E.coli war in vier Proben ohne Entzin-
dung auffindbar, der Nachweis von Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas spp. verlief mit negativem Ergebnis. Eine Mischinfektion, wie
bereits bakteriologisch festgestellt, konnte in einem Bioptat ohne Endometritis nachgewiesen werden. Sowohl Streptococcus spp. als auch
E.coli befanden sich auf der Oberfléche des luminalen und glanduléren Epithels. Die kulturelle Untersuchung eines Uterustupfers liefert
einen umfangreichen Uberblick tber die im Uterus vorhandenen Keime, mittels ISH kann jedoch die réumliche Organisation der Bakterien
néher charakterisiert werden. In dieser Studie fand sich kein eindeutiger Hinweis auf die Formation von Biofilmen durch Streptokokken und
E. coli. Insofern muss kritisch hinterfragt werden, ob eine therapeutische Indikation fir den Einsatz von Mukolytika besteht.
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In situ hybridisation in endometrial biopsies of horses: a diagnostic approach to bacterially induced endometritis?

While in human medicine bacterial biofilms are recognized as a common cause of persistant and relapsing infections, little is known about
their existance in the genital tract of the mare. A broad variety of organisms, however, are known as etiologic agents for equine endome-
tritis. In this context, the use of in situ hybridisation (ISH) as a diagnostic tool was assessed. Endometrial biopsies were obtained from 395
thoroughbred mares with fertility disturbances and bacterial genital infections with Streptococcus spp. (96 mares), E.coli (99 mares), Pseu-
domonas spp. (21 mares), and Klebsiella spp. (7 mares). Bacteria were detected by cultural examination of uterine swabs. The biopsies
were processed for conventional H.-E.-staining and for in situ hybridisation (ISH) with Digoxigenin-labelled probes. Histologically, 30 mares
with streptococcal infection showed an endometritis varying in degree and character. By means of ISH Streptococcus spp. were detected in
the endometrium of 14 horses, including 6 with endometritis and 8 without an inflammation of the uterus. The bacteria were located on
the luminal epithelium and in the superficial secretory ducts of the uterine glands. From the 99 mares with E. coli infections, 36 animals
suffered from an endometritis, and in 4 biopsies without inflammatory reactions DNA of E.coli could be labelled. The detection of Kleb-
siella spp. and Pseudomonas spp. using ISH was not possible. Although cultural examination of uterine swabs provides more comprehen-
sive results, by means of ISH the spatial organisation of bacteria in the endometrium can be characterised. In this study no evidence for
the formation of biofilms by Strepfococcus spp. or E.coli was found, but nevertheless they may possibly contribute to endometritis in some
cases.
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Einleitung

Die Ursachen equiner Reproduktionsstérungen sind duBBerst
vielfaltig und kénnen zwar oft schon klinisch-gynékologisch,
zu einem groflen Anteil aber erst durch ergéinzende bakterio-
logische Untersuchung eines Endometriumtupfers und die
pathohistologische Untersuchung eines Endometriumbiopta-
tes ndher charakterisiert werden. Histologisch werden sowohl
degenerative fertilitdtsmindernde Faktoren, wie z.B. Endome-
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trose und Angiopathien (Kenney und Doig 1986, Schoon et
al. 1992), als auch entzindliche Lé&sionen diagnostiziert,
wobei im letztgenannten Fall verschiedene Erreger, wie Viren,
Bakterien oder Parasiten als dtiologische Noxen bekannt sind.
Dariber hinaus ist ein gemeinsames Auftreten aller genann-
ten endometrialen Lasionen méglich (Platt et al. 1977, Timo-
ney et al. 1983, Coignoul und Cheville 1984, Hélie um Hig-
gins 1996, Henning et al. 2000, Patterson-Kane et al. 2003,
Nakamura et al. 2007).
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Seit den 1920er Jahren sind in Deutschland bakterielle
Infektionen des Genitaltraktes mit resultierender Endometritis
als ein Hauptgrund fir wirtschaftliche Verluste in der kom-
merziellen Pferdezucht bekannt (Merkt 1957). In diesem
Zusammenhang werden regelméfBig Streptfococcus zooepi-
demicus ssp. zooepidemicus, E. coli, Klebsiella spp., Proteus
und Enterobacter isoliert (Wittenbrink et al. 2008). Aus die-
sem Grund fohrt l&sst das Deutsche Direktorium fir Vollblut-
zucht und Rennen e.V. seit Jahrzehnten die jdhrliche Herbst-
untersuchung bei Vollblutstuten durchfihren, die eine kli-
nisch-gynékologische Untersuchung, die bakteriologische
Uberprifung eines Endometriumtupfers und gegebenenfalls
die Entnahme eines Endometriumbioptates umfasst (Merkt et
al. 1987, Bader 2006). Auf dieser Grundlage werden die
Endometriumtupfer der zum Einzugsbereich Hannover gehé-
renden Stuten durch das mikrobiologische Referenzlabor der
Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover in die Klassen
A" und ,B” eingeteilt. Die Kategorie-A-Klassifizierung eines
Tupfers resultiert aus dem Nachweis von Keimen, die keine
Zuchtbeschrénkung zur Konsequenz haben, wenn keine kli-
nischen Bedenken geduBert werden. Die Zuordnung des
Tupfers zu Klasse ,B” erfolgt bei Nachweis pathogener Bak-
terien, die unter Umstédnden eine Nutzung der Stute zur
Zucht ausschlieBen und therapeutische Mafinahmen erfor-
dern (Hilsey 2001), (s. Tab. 1). In der internationalen Repro-
duktionsmedizin werden beziglich des pathogenen Potenzi-
als der einzelnen Bakterienspezies unterschiedliche Ansich-
ten vertreten (Allen und Newcombe 1979), dieser Studie sind
jedoch die in Deutschland aktuell geltenden Standards zu
Grunde gelegt.

Die routinemafige Untersuchung der Uterustupfer ist auf die
Anzucht aerober Keime beschréankt. Jedoch kénnen auch
anaerobe Bakterien (z.B. Bacteroides fragilis, Clostridium per-
fringens, Fusobacterium mortiferum) eine wichtige Rolle bei
der Pathogenese von Endometritiden spielen (Rickefts und

Mackintosh 1987).

Ein weiterer Aspekt, der auch in vergleichenden Untersu-
chungen von Uterusbioptaten und Endometriumtupfern bei
Rindern beobachtet wurde (Bonnett et al. 1991), ist die Tat-
sache, dass nicht bei allen Stuten mit Nachweis pathogener
Keime aus dem Tupfer Endometritiden diagnostiziert werden,
und umgekehrt nicht bei allen an Endometritiden erkrankten
Stuten die dtiologisch in Frage kommenden Keime nachge-
wiesen werden (Ricketts und Macintosh 1987, Brunckhorst
und Schoon 1990). Eine Hypothese in diesem Zusammen-

hang ist die Formation von Biofilmen auf dem equinen End-
ometrium, mit deren Hilfe die Keime der Elimination durch
das Immunsystem entgehen (Costerfon 1999, Causey 2006,
LeBlanc et al. 2010). Wahrend sowohl in der Human- als
auch in der Veterinérmedizin die Kolonisation chirurgischer
Instrumente oder postoperative Wundinfektionen mit Biofilm-
bildung héufig beobachtete Komplikationen darstellen
(Costerton et al. 1999, Chandra et al. 2001, Swidsinski et al.
2005, Clutterbuck et al. 2007), existieren Gber dieses Phéno-
men im Genitaltrakt der Stute bisher nur Vermutungen
(LeBlanc et al. 2010).

Bei einem Biofilm handelt es sich um strukturierte Bakterien-
kolonien, die von einer selbstproduzierten polymeren Matrix
umschlossen sind und lebende oder inerte Oberfléchen
besiedeln. Aus diesem Zellverband |&sen sich einzelne Bakte-
rien periodisch heraus, vermehren sich und verteilen sich in
dem Organ, was ein Grund fir rezidivierende Infektionen
sein kann (Cosferfon et al. 1999). Entsprechend den Anséit-
zen von LeBlanc et al. (2010) kénnten in solchen Féallen Ute-
russpilungen mit Mukolytika und Antibiotika als Therapiever-
such durchgefihrt werden. Ziel dieser Studie war daher,
basierend auf klinischen Daten und den Ergebnissen der bak-
teriologischen Untersuchung, die vorhandenen Bakterien
nachzuweisen und — soweit méglich — Hinweise auf die For-
mation von Biofilmen zu gewinnen.

Material und Methoden

Fur die Studie standen im Rahmen der Herbstuntersuchun-
gen von 2003 bis 2008' Endometriumbioptate von 395
Vollblutstuten zur Verfigung. n=185 Tiere mit Fertilitétssto-
rungen unterschiedlicher Atiologie wurden ausgewdhlt (s.
Tab. 2). Bei zahlreichen Tieren (n=308) wurden bei der bak-
teriologischen Untersuchung der Endometriumtupfer zusétz-
lich Mischinfektionen sowohl mit unbedenklichen als auch
mit pathogenen bakteriellen Erregern festgestellt?. Von spe-
ziellem Interesse fir diese Studie waren Infektionen mit Strep-
tococcus spp., E.coli, Klebsiella pneumoniae und Pseudomo-
nas spp., sodass ausschlieBlich diese Bioptate verwendet
wurden (n=223).

Die Endometriumbioptate wurden direkt nach der Entnahme
in 4%igem Formalin fixiert, in Paraplast eingebettet und die
Schnitte mittels Hamalaun-Eosin-Farbung beurteilt. Basierend
auf dem Auswertungsschema von Kenney und Doig (1986)

Table 1

Mikrobiologische Klassifizierung der Endometriumtupfer von Vollblutstuten im Rahmen der Herbstuntersuchung mit daraus resultierenden

zuchthygienischen Konsequenzen (Angaben des Institutes fir Mikrobiologie, Zentrum fir Infektionsmedizin, Stiftung Tiergrztliche Hochschule

Hannover)

Microbiological classification of endometrial swabs of thoroughbred mares within the “Herbstuntersuchung” with resulting clinical-gynecological
consequences (classification according fo the Institut fir Mikrobiologie, Zentrum fir Infektionsmedizin, Stiftung Tierérztliche Hochschule Hannover)

Mikrobiologische Einteilung Klasse A Klasse B
Streptococcus spp.
Staphylococcus spp. (B-h&@molysierend)

(Koagulase-negativ)

Nachgewiesene Keime (Auswahl)

Proteus vulgaris
Candida spp.
Bacillus spp.

Staphyococcus aureus
E. coli var. haemolyticans
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella spp.
Bordetella bronchiseptica

Bewertung im klinisch-gynékologischen Kontext

Bedeckung fur die Dauer einer Rosse

Krankheitsverdéchtig, ggf. Deckkarenz und Therapie
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Table 2 Synopse der klinisch-gynékologischen und bakteriologischen Befunde von 395 Vollblutstuten aus den Herbstuntersuchungen der Jahre 2003

-2008

Synopsis of clinical-gynecological and bacteriological findings in 395 thoroughbred mares within the “Herbstuntersuchung” of the years 2003-2008

Klinisch-gynékologische Befunde (Ubersicht) bei 185 Stuten

Bakteriologische Befunde (Ubersicht) bei 308 Stuten

Malformation der Zervix
(z.B. Vernarbungen)
Mangelhafter Schamschluss
Bakterielle Infektionen
Hormonelle Dysbalancen
(z.B. Granulosazelltumor)
Totgeburt/Frihgeburt/Abort/Resorption
Retentio secundinarum
Keine Konzeption

Streptococcus spp. Enterobacteriaceae
Staphylococcus spp.
Bacilli
Proteobacteria
Pseudomonas spp.
Klebsiella pneumoniae

Pilze (z.B. Candida albicans)

Table 3 Ubersicht tber die fir die In-situ-Hybridisierung verwendeten Digoxigenin-markierten Sonden

Overview of the Digoxigenin-labelled probes used for in situ hybridisation in this study

Sonde'
Strep
Eco
Kpn
Ps

Spezifitét
Streptococcus spp.
E.coli
Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Table 4 Ergebnisse der bakteriologischen und pathohistologischen Untersuchung sowie der In-situ-Hybridisierung (ISH)

Survey of the results of bacteriological, pathohistological and examination by in situ hybridisation (ISH)

Pathohistologie (Endometritis) ISH
Bakteriologie Anzahl Stuten
Eitrig Nichteitrig Keine Entzindung Eitrig Nichteitrig Keine Entzindung
Streptococcus spp. 96 12 18 60 2 4 8
E. coli 99 10 26 54 (6] (6] 4
K. pneumoniae 7 3 3 1 1%} 1%} 1%}
P. aeruginosa 21 2 10 9 1%} 1%} 1%}
Legende zu Tab. 4: @ = DNA-Nachweis negativ
Ergebnisse

mit Modifizierungen nach Schoon et al. (1992) wurden zwar
auch degenerative Veréinderungen (z.B. Endometrose, Angio-
pathien, Fehldifferenzierungen) bericksichtigt (Schoon et al.
1992, 1995 und 1999, Grininger 1998), der Schwerpunkt
der Befunderhebung lag jedoch auf dem Nachweis und der
Charakterisierung von Endometritiden.

Fur die In situ-Hybridisierung wurden frisch hergestellte, un-
gefdrbte Schnitte der Bioptate Uber Nacht bei 50° inkubiert,
anschliefend entparaffiniert und mit 0,1M HCl und Proteina-
se K vorbehandelt. Fir den Nachweis Gram-positiver Bakte-
rien erfolgte zusétzlich ein Aufschluss der Bakterienmembran
mit Lysozym. Es folgte die Prahybridisierung und die Hybridi-
sierung mit einer Suspension der den in Tab. 3 aufgelisteten,
Digoxigenin-markierten Sonden?® in Hybridisierungslésung in
der feuchten Kammer. Nach dem Waschen mit verschiedenen
Puffern schloss sich die Antikérper-Inkubation (anti-Digoxige-
nin-Alkalische Phosphatase), die Farbung mit Nitroblautetra-
zolium und 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) an.
Nach erneutem Waschen wurde im letzten Schritt eine Kern-
echtrofférbung durchgefihrt, die Schnitte unter Verwendung
von Glyceringelatine eingedeckt und lichtmikroskopisch aus-
gewertet. Als positiv wurden in der Schnittebene liegende, rot-
lich-violette, feingranulére Reaktionsprodukte bewertet, die in
der Negativkontrolle nicht nachweisbar waren (Amann et al.

1995, Amann et al. 1997, Roche Diagnostics GmbH 2008).
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Histopathologisch zeigten zwélf der 96 Tiere mit einer Strep-
tokokkeninfektion akute eitrige Endometritiden, wéhrend bei
18 Patientinnen chronische nichteitrige Lasionen beobachtet
wurden (s. Tab. 4). Von den 99 Stuten mit E.coli-Infektionen,
waren zehn Tiere an einer eitrigen Endometritis erkrankt,
wohingegen chronisch-entzindliche Prozesse in 26 Bioptaten
nachgewiesen wurden. Von den sieben Stuten mit Klebsiella
spp.-Infektion lag bei jeweils drei Tieren eine eitrige bezie-
hungsweise eine nichteitrige Entzindungsreaktion vor. Zwei
der 21 Proben mit Nachweis von Pseudomonaden wurden
der Gruppe mit akuter eitriger Entzindung zugeordnet, wéh-
rend bei zehn Tieren nichteitrige Endometritiden beobachtet
wurden. Bei allen Ubrigen Tieren konnte keine Entzindung
nachgewiesen werden.

Alle Bioptate von Stuten mit einer Infektion der oben genann-
ten Erreger wurden zusdtzlich mittels In situ-Hybridisierung
untersucht (s. Tab. 4). Im Rahmen dieser Untersuchung konn-
te bei Stuten mit kulturellem Nachweis von Streptokokken in
zwei Bioptaten mit purulenter, in vier Bioptaten mit nichteitri-
ger Endometritis und in acht Proben ohne Entzindungsreak-
tion die entsprechende bakterielle DNA detektiert werden. Bei
den Tieren mit kulturellem Nachweis von E.coli war in vier
Proben DNA dieser Erreger darstellbar, der Nachweis von
Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa spp.
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verlief mit negativem Ergebnis. Eine Mischinfektion mit E.coli
und Streptococcus spp., wie bereits bakteriologisch festge-
stellt, konnte in einem Bioptat ohne Anzeichen einer End-
ometritis nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung mittels ISH befanden sich sowohl Strep-
fococcus spp. als auch E.coli auf der Oberfléche des lumina-
len Epithels, wo sie teilweise kleine Kolonien bildeten. Dari-
ber hinaus waren die Keime epithelassoziiert in den Ausfih-
rungsgéngen oberfladchlicher Uterindrisen darstellbar

(s. Abb. 1 @ und b).

Abb. 1 Nachweis der bakteriellen DNA von Streptococcus spp. und
E. coli a) auf dem luminalen Epithel des Endometriums (Pfeil) sowie
in den Ausfuhrungsgéngen oberfldchlicher Uterindrisen mittels In
situ-Hybridisierung (Pfeile)

Detection of bacterial DNA of Streptococcus spp. and E. coli on a)
the luminal epithelium (LE) of the endometrium (arrow) and b) in the
ducts of the superficial uterine glands (G) using in situ hybridisation
(arrows)

Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, dass Pferdestuten
mit Ferilitdtsstérungen (z.B. Zyklusstérungen, endokrinen
Imbalancen, anatomischen Alterationen im Bereich des
duBeren oder inneren Genitaltraktes, zunehmendem Alter
und Zuchtnutzung, etc.) fir bakterielle Infektionen und End-
ometritiden pradisponiert sind (Tillmann et al. 1982, Pézvdri
et al. 1993, Causey 2006). In diesem Zusammenhang ist die
sterile Entnahme eines Endometriumtupfers die Methode der
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Wahl, um die dgtiologisch in Frage kommenden Bakterien zu
ermitteln (Allen und Newcombe 1979, Mackintosh 1981,
Merkt et al. 1987). Da jedoch, wie auch aus den Ergebnissen
dieser Studie ersichtlich, der mikrobiologische Nachweis z.B.
von Streptococcus spp. nicht mit dem Vorliegen einer End-
ometritis gleichzusetzen ist, liefert die pathohistologische
Untersuchung eines Bioptats wertvolle Hinweise fir die Ent-
scheidung Gber eine Deckkarenz oder die Einleitung thera-
peutischer Mafnahmen.

Mit Hilfe der In situ-Hybridisierung gelingt in dieser Studie
auBer dem qualitativen Nachweis von Keimen auch die topo-
grafische Darstellung von Streptokokken und E.coli auf dem
luminalen Epithel des Endometriums und in den oberfldch-
lichen Drisenausfihrungsgéngen. Aufféllig ist hierbei jedoch
die extreme Differenz der Anzahl positiver Ergebnisse zwi-
schen bakteriologisch-kultureller (308 von 395 Stuten positiv)
und ISH-Untersuchung (29 von 308 Stuten positiv). Dies
kénnte auf eine ungleichméfige Kolonisierung des Endome-
triums durch die Bakterien zuriickzufohren sein, wodurch sie
bei der Biopsie eventuell nicht mit erfasst werden. Im Gegen-
satz zu der Entnahme eines Tupfers, bei dem die Maglichkeit
gegeben ist, ein gréferes Areal zu beproben (Merkt und von
Lepel 1970), handelt es sich bei der ISH zwar um ein GuBBerst
sensitives, jedoch morphologisch basiertes Verfahren. Dessen
Erfolg wird durch die Anwesenheit der fraglichen Keime in
ausreichender Konzentration an der Stelle bestimmt wird, an
der das Bioptat entnommen wird, dessen Gréf3e in der Regel
die Mafe von 10 x 3 x 3mm nicht Uberschreitet (Schoon et al.
1992, Runge 1995). Weiterhin wird méglicherweise ein Teil
der Kolonien auf den endometrialen Epithelien im Zuge der
Probenaufarbeitung zerstort.

Die Tatsache, dass in dieser Studie mehr Félle mit chronischer
Endometritis als mit akuten Entzindungen auftraten, kénnte
eine Persistenz der Erreger im Uterus implizieren, auch wenn
die Keime nur in einem Teil der Félle nachweisbar waren. Ob
einige Bakterienspezies mit Hilfe von Biofilmen im Uterus ver-
bleiben, wie von LeBlanc (2010) vermutet, konnte im Rahmen
dieser Studie nicht nachgewiesen werden, auch wenn es Hin-
weise auf die Besiedelung des luminalen Epithels und von
Drisenepithelien gibt. Der Behandlungserfolg bei Stuten mit
intrauteriner Instillation von Mukolytika und Antibiotika
(LeBlanc et al. 2010) kénnte daher auch andere Ursachen

haben.

Um die Fahigkeit zur Biofilmbildung von Bakterien aus dem
Genitaltrakt der Stute einschétzen zu kénnen, wére mogli-
cherweise eine separate Untersuchung der Keime in dafir
geeigneten in vitro Systemen (Nickel et al. 1985, Ceri et al.
1999) ein weiterfihrender diagnostischer Ansatz.
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