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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Milchindustrie spielt in vielen Industrie- und Entwicklungslandern eine wichtige
wirtschaftliche Rolle im Agrarsektor. Die Weltmilchproduktion ist von 466 Millionen Tonnen
im Jahr 1980 um mehr als 75 Prozent (%) auf fast 827 Millionen Tonnen im Jahr 2018
angewachsen (FAO 2018). Dies konnte unter anderem dadurch erreicht werden, dass die
Milchproduktion pro Kuh durch Verbesserungen im Management und Futter sowie durch
Genselektion in den letzten Jahrzehnten stetig erhoht wurde (Lucy 2001). Aber mit dem
Anstieg der Milchproduktion pro Kuh ist in den letzten Jahrzehnten eine sinkende Fertilitat
feststellbar (Dillon et al. 2006; Macdonald et al. 2008;). Fertilititsprobleme bei
Hochleistungsmilchkiihen werden durch verschiedene Faktoren ausgeldst. Einer der
Hauptgrinde ist die Entziindung des Uterus (Lucy 2001; Walsh et al. 2011).

Nach dem Kalben findet bei fast jeder Kuh eine Bakterieneinwanderung in den Uterus Uber
die gedffnete Zervix statt und resultiert oft in einer Entzindung des Endometriums, die sich
klinisch als akute puerperale oder Kklinische Metritis, chronische Endometritis oder
subklinische Endometritis duRert (Sheldon et al. 2006). Diese Krankheitsbilder fihren fir den
Landwirt durch Subfertilitat, erhdhte Abgangsraten, verminderte Milchproduktion und
Behandlungskosten zu erheblichen finanziellen Einbuen (Sheldon et al. 2009b).

Bisher lag das Augenmerk der Forschung im Zusammenhang mit uterinen Erkrankungen auf
pathogenen Bakterien wie Trueperella pyogenes (T. pyogenes) und Escherichia coli (E. coli),
deren Beteiligung am Entstehen von Metritis und Endometritis nachgewiesen wurde (Bonnett
et al. 1991; Huszenicza et al. 1999). Doch im bovinen Genitaltrakt lassen sich auch
kommensale Bakterien wie Laktobazillen finden (Otero und Nader-Macias 2006), die in der
Vagina der Frau zur Verhinderung einer Entziindung beitragen (Atassi et al. 2006). Ihre Rolle
im Uterus des Rindes ist dagegen bisher ungeklart. Ebenso finden sich in der uterinen
Mikrobiota potentiell pathogene Bakterien, die bisher nicht als primare Erreger entziindlicher
Erkrankungen des Endometriums gelten. Ob sie aber ebenso wie pathogene Bakterien dazu
in der Lage sind, eine Immunantwort endometrialer Epithelzellen hervorzurufen und damit

am Entziindungsgeschehen beteiligt sein kdnnen, muss noch naher untersucht werden.




LITERATUR

2 Literatur

2.1 Der bovine Uterus

Der bovine Uterus spielt neben der Reproduktion eine wichtige Rolle in der ersten
Immunabwehr. Zu seinen Aufgaben z&hlen unter anderem der Transport der Spermien zu
den Ovidukten, die Sekretion der Histiotrophe zur Erndhrung des Embryos, die Implantation,
die Plazentation, die Entwicklung des Embryos sowie dessen Austreibung am Ende der
Trachtigkeit (Liebich 2010). Fir die Bewaltigung dieser vielfaltigen Funktionen besteht die
Wand des Uterus des Rindes aus drei unterschiedlichen Gewebsschichten, die zyklisch
strukturellen Umbauvorgangen durch endokrine Steuermechanismen unterliegen. Die
innerste Schicht, das Endometrium, bildet die Schleimhautauskleidung des Uterus.
Lumenseitig besteht sie aus einer einschichtigen, stellenweise auch mehrreihigen
hochprismatischen Epithelzellschicht. Das Endometrium des Rindes verfiugt Uber
knopfférmige, bindegewebsartige Vorwolbungen aus der Lamina propria mucosae, die reich
vaskularisiert und von einer drusenlosen Schleimhautschicht bedeckt sind. Diese
sogenannten Karunkeln sind in einer Anzahl von 80 - 120 in vier unregelmafligen Reihen
angeordnet und verbinden sich mit den fetalen Kotyledonen zu Plazentomen (Schnorr und
Kressin 2011). Unter der Epithelzellschicht liegt die Lamina propria mucosae. Sie besteht
aus spinozellularem Bindegewebe, in das in grol3er Zahl Uterindrisen sowie verschiedene
Immunzellen wie Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen und Mastzellen eingelagert
sind. Die tubular verzweigten Uterindrisen sind mit glandularem Epithel ausgekleidet. Sie
durchziehen die Lamina propria mucosae und reichen teilweise bis in die Muskelschicht des
Uterus, dem Myometrium, das sich unter dem Endometrium anschlief3t (Liebich 2010). Das
Myometrium unterteilt sich in eine innere zirkulare und eine aulere longitudinale Schicht
glatter Muskelfasern. Zwischen den beiden Muskelschichten liegt eine ausgepragte
Gefalschicht, die die Uterindriisen und das Epithel des Endometriums versorgt. AuRen wird
der Uterus von einem einschichtigen Epithel, dem Perimetrium, bedeckt (Liebich 2010).

2.2 Erkrankungen des Uterus

Fir den wirtschaftlichen Erfolg in der Milchkuhhaltung spielt die Fertilitat der Tiere eine
entscheidende Rolle. Dabei kann ein gutes Management der Stallhygiene die
Fruchtbarkeitsprobleme bei Milchkihen nicht entscheidend verbessern (Noakes et al. 1991;

Potter et al. 2010). Wichtiger ist vielmehr das erfolgreiche Erkennen und Behandeln von
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Erkrankungen des Uterus. Nach dem Abkalben findet bei fast allen Kihen eine
Bakterieneinwanderung aus der Umgebung, von der Haut und dem Kot des Tieres durch die
Vagina Uber die gedffnete Cervix in den Uterus statt (Sheldon 2004). Doch nicht alle Kiihe
entwickeln daraufhin eine klinische Erkrankung. Dies hangt vom Gleichgewicht zwischen der
Pathogenitat der Bakterien und der Immunitat des Wirts ab (Sheldon et al. 2009b). Weitere
Faktoren kdnnen die Entwicklung einer bakteriellen Uteruserkrankung férdern. Dazu gehéren
Schadigungen des Uterus durch Totgeburt, Zwillingsgeburt, Dystokie, Kaiserschnitt und
Nachgeburtsverhaltung sowie metabolische Stérungen wie Milchfieber, Ketose und
linksseitige Labmagenverlagerung (Curtis et al. 1985; Lewis 1997; Sheldon und Dobson
2004; Foldi et al. 2006). Kim et al. (2003) fanden zusatzlich die Paritat der Kihe als
Risikofaktor flr Uteruserkrankungen heraus. Auch das Geschlecht des Kalbes, in diesem
Fall das mannliche, zahlt als Risikofaktor (Potter et al. 2010). Abhangig vom zeitlichen
Auftreten nach dem Abkalben und dem Krankheitsverlauf lassen sich postpartale
Uteruserkrankungen in die akute, puerperale Metritis, klinische Metritis, chronische

Endometritis und subklinische Endometritis unterteilen.

2.2.1 Akute, puerperale Metritis und klinische Metritis

Pathohistologisch beschreibt die Metritis die Entziindung der gesamten Uteruswand, die sich
in Odemen, Leukozyteninfiltration und myometrialer Degeneration &uBert. Das klinische
Erscheinungsbild der akuten, puerperalen Metritis zeigt sich in einem abnorm vergroRerten
Uterus und einem Ubelriechenden, wassrigen, rot-braunen uterinen Ausfluss innerhalb 21
Tagen postpartum. Die Kihe zeigen ein gestortes Allgemeinbefinden und weitere Symptome
einer systemischen Erkrankung wie verminderte Milchleistung oder andere Anzeichen einer
Toxamie. Die Kdérperinnentemperatur betragt mehr als 39,5 Grad Celsius (°C) (Sheldon et al.
2006). Die Inzidenz der akuten, puerperalen Metritis variiert stark zwischen verschiedenen
Herden und kann zwischen 18 % und 37 % betragen (Markusfeld 1987; Bartlett et al. 1986;
Drillich et al. 2001). Im Gegensatz zur akuten, puerperalen Metritis zeigen Kuhe mit
klinischer Metritis keine systemischen Krankheitssymptome bei gleichzeitigem
Vorhandensein eines abnorm vergrof3erten Uterus und von eitrigem, uterinem Ausfluss in
der Vagina im Zeitraum von 21 Tagen nach dem Abkalben (Sheldon et al. 2006). Bei Kiihen
mit puerperaler Metritis werden hauptsachlich T. pyogenes (ehemals Arcanobacterium
pyogenes), E. coli und verschiedene gramnegative, obligat anaerobe Bakterien wie
Fusobacterium necrophorum und Prevotella melaninogenica isoliert (Olson et al. 1984,
Huszenicza et al. 1999). Zur Behandlung der akuten, puerperalen Metritis werden Antibiotika
lokal oder systemisch verabreicht (Smith et al. 1998; Drillich et al. 2001).
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2.2.2 Chronische Endometritis

Viele akute, puerperale und klinische Metritiden gehen in eine chronische Entziindung des
Endometriums Uber (Benzaquen et al. 2007). Anhand der klinischen Symptomatik wird die
chronische Endometritis, im englischen Schrifttum auch klinische Endometritis genannt, von
Sheldon et al. (2006) als das Vorhandensein von purulentem (> 50 % Eiter), uterinem
Ausfluss in der Vagina nach 21 oder mehr Tagen postpartum oder mukopurulentem
(ungefahr 50 % Eiter, 50 % Schleim) Ausfluss in der Vagina nach 26 Tagen postpartum
definiert. Dabei ist das Allgemeinbefinden der betroffenen Kihe ungestért und die
Kdrperinnentemperatur nicht erhdht. Als weiteres Diagnosekriterium fir die chronische
Endometritis wird von LeBlanc et al. (2002a) ein Zervixdurchmesser von mehr als 7,5
Zentimeter (cm) nach 20 Tagen postpartum aufgefuhrt. Pathohistologisch zeichnet sich die
chronische Endometritis durch eine oberflachliche Entziindung des Endometriums aus, die
sich bis in das Stratum spongiosum der Lamina propria mucosae erstreckt. Es treten
Oberflachenepitheldefekte, die Infiltration von Entziindungszellen, Gefalstauungen, Odeme
und eine Anhaufung von Lymphozyten und Plasmazellen in oberflachlichen Schichten auf
(Bondurant 1999). Die Inzidenz der chronischen Endometritis betragt 15 - 20 % (Sheldon et
al. 2009b). Bei Kihen mit chronischer Endometritis wird am haufigsten T. pyogenes isoliert,
haufig assoziiert mit Fusobacterium necrophorum und Prevotella melaninogenica (Bonnett et
al. 1991; Dohmen et al. 1995; Bondurant 1999).

Postpartale Uteruserkrankungen wie Metritis und Endometritis wirken sich negativ auf die
Fruchtbarkeit der betroffenen Tiere aus. Dies zeigt sich in verlangerten Gustzeiten,
verminderten Konzeptionsraten und erhdhten Abgangsraten (Huszenicza et al. 1999;
LeBlanc et al. 2002a; Sheldon 2004). Fur den Landwirt bedeutet dies ein erheblicher
finanzieller Verlust. In der Milchindustrie der Europaischen Union und Nordamerika belauft
sich die Gesamtsumme aus Behandlungskosten, verminderter Milchleistung und dem
Ersetzen unfruchtbarer Tiere auf ungefahr zwei Milliarden Dollar pro Jahr (Turner et al.
2014). Fur die Therapie der chronischen Endometritis werden intrauterin Antibiotika oder
systemisch Prostaglandin Faapna (PGF2q) oder seine synthetischen Analoga verabreicht (FOldi
et al. 2006; LeBlanc et al. 2002b; Drillich et al. 2005). Haimerl et al. (2013; 2018) konnten in
einer Metaanalyse der Therapie der chronischen Endometritis mit PGF,, keinen positiven
Einfluss dieser Behandlung auf die Rastzeit und Gustzeit der behandelten Milchkihe
feststellen. Zu derselben Ansicht gelangten auch Lefebvre und Stock (2012). Sie konnten in
ihrer Metaanalyse keinen wissenschaftlichen Beweis fur die Wirksamkeit von PGF,, bei der
Behandlung der chronischen Endometritis von Milchkihen finden. Die Behandlung mit

Antibiotika zeigte laut ihrer Metaanalyse nur in Form einer einmaligen, intrauterinen
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Applikation von Cephapirin-Benzathin bei Kiihen mit chronischer Endometritis in saisonalen
Abkalbesystemen  Wirkung in Bezug auf die Reproduktionsleistung.  Fur
Hochleistungsmilchkiihe mit ganzjahrigen Abkalbungen sahen sie dagegen nur einen

geringen Nachweis der Wirksamkeit.

2.2.3 Subklinische Endometritis

Bei der subklinischen Endometritis handelt es sich um eine Entziindung des Endometriums,
die sich durch das Fehlen klinisch apparenter Symptome auszeichnet. Im Unterschied zur
chronischen Endometritis zeigen betroffene Tiere keinen eitrigen vaginalen Ausfluss bei
ungestortem Allgemeinbefinden (Sheldon et al. 2006). Die subklinische Endometritis I&sst
sich aufgrund der fehlenden klinischen Symptomatik mit Hilfe der klinischen Diagnostik nicht
feststellen, dafur bedarf es weitergehender Diagnosemethoden wie der Zytologie. Dabei
zeigt ein erhohter Anteil an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) im
Ausstrich von Endometriumszellen das Vorhandensein einer Entzindung im Endometrium
an. Gangige Methoden fur die Entnahme von Endometriumszellen sind der Abstrich mittels
Cytobrush (Kasimanickam et al. 2004) oder die uterine Lavage (Gilbert et al. 2005). Der
Grenzwert fir einen erhohten Gehalt an PMN, ab dem man von einer subklinischen
Endometritis spricht, wird in der Literatur nicht einheitlich definiert. In vielen Studien wird er in
Bezug zu einer spater verminderten Fruchtbarkeit definiert. Verschiedene Autoren sprechen
ab einem Gehalt von > 5 % an PMN im zytologischen Praparat von subklinischer
Endometritis (Gilbert et al. 2005; Gabler et al. 2009; Fischer et al. 2010; Lima et al. 2013;
Madoz et al. 2013). Andere Autoren sprechen erst ab einem PMN-Gehalt von 8 % (Barlund
et al. 2008), 10 % (Kasimanickam et al. 2004) oder 18 % (Kasimanickam et al. 2004, 2005;
Sens und Heuwieser 2013) von subklinischer Endometritis, wobei Ubergreifend zu sagen ist,
dass der Untersuchungszeitraum in den erwahnten Studien nicht einheitlich gewahlt wurde
und daher nur bedingt vergleichbar ist. Eine neuere Uberpriifung der verfligbaren Literatur
hat ergeben, dass ein genereller Grenzwert von 5 % PMN im zytologischen Praparat bei
allen Kuhen zwischen 21 und 62 Tagen postpartum fur die Diagnose einer subklinischer
Endometritis herangezogen werden kann (Wagener et al. 2017).

Fur die subklinische Endometritis konnten spezifische Risikofaktoren ermittelt werden
(Dubuc et al. 2010). Diese sind ein Body Condition Score von unter 2,75 zum Zeitpunkt der
Kalbung, eine Hyperketonamie und ein erhdhter Haptoglobingehalt im Serum in der ersten
Woche postpartum. Unter allen Uteruserkrankungen zeigt die subklinische Endometritis die
hdchste Inzidenz. Durchschnittlich sind ungefahr 30 % der Milchkiihe betroffen (Sheldon et

al. 2009b), wobei die Zahlen verschiedener Herden zwischen 11 % und Uber 70 %
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schwanken (Kasimanickam et al. 2004; Gilbert et al. 2005; Galvao et al. 2009a; Barlund et al.
2008; Sens und Heuwieser 2013). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass sich die
subklinische Endometritis negativ auf die Fruchtbarkeitsparameter betroffener Kilhe auswirkt
(Gilbert et al. 2005; Lincke et al. 2007; Cheong et al. 2011; Vieira-Neto et al. 2014), so dass
ihre effektive Behandlung ein wirtschaftlicher Faktor fir Milchviehherden darstellt. Es finden
sich aber in der Literatur keine einheitlichen Angaben flir die Behandlung der subklinischen
Endometritis. Die bisher durchgefiihrten Studien sind aber aufgrund eines unterschiedlichen
Studiendesigns nur bedingt vergleichbar (Wagener et al. 2017).

Galvao et al. (2009b) konnten bei der Behandlung von Kiihen mit subklinischer Endometritis
mit Ceftiofur, die zur Zyklussynchronisation mit PGF,, behandelt wurden, keinen positiven
Effekt auf die Fruchtbarkeit im Vergleich zu Kuihen ohne antibiotische Behandlung
feststellen. Die Studie von Kasimanickam et al. (2005) dagegen zeigte eine signifikant
erhohte Trachtigkeitsrate und verkirzte Gustzeit bei Kihen mit subklinischer Endometritis,
die intrauterin mit dem Antibiotikum Cephapirin oder systemisch mit dem PGF,,-Analogon
Cloprostenol behandelt wurden, im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Dabei soll der
positive Effekt des PGF,, bei vorhandenem Corpus luteum durch eine Luteolyse und damit
verbundene Induktion des Ostrus ausgeldst werden. Der Ostrus flihrt zur Ausscheidung von
Bakterien und Entzindungsprodukten aus dem Uterus und einer verbesserten uterinen
Abwehr, da der immunsuppressive Einfluss des Progesterons entfallt (Lewis 1997). Spatere
Studien fanden keinen positiven Einfluss von PGF,, auf die Fruchtbarkeit von Kihen mit
subklinischer Endometritis heraus (Galvao et al. 2009a; Dubuc et al. 2011; Lima et al. 2013),
so dass PGF,, als Behandlungsmethode fir die subklinische Endometritis nicht empfohlen
werden kann. Lincke (2007) fand heraus, dass sich die Fruchtbarkeitskennzahlen durch die
Behandlung der subklinischen Endometritis mit proteolytischen Enzymen nur bei Kihen ab

der zweiten Laktation positiv veranderten.

2.3 Die Mikrobiota im weiblichen Genitaltrakt

Schon kurz nach der Geburt werden Haut und Schleimhdute von Mensch und Tier mit
Bakterien besiedelt. Die meisten dieser Keime sind fakultativ pathogen, apathogen oder
Saprophyten. Sie bilden die individuelle Mikrobiota und sind beispielsweise durch Antibiose,
Keimkonkurrenz oder Synthese von Vitaminen in der Regel fur den Wirt von Nutzen (Mayr
2006). Die Schleimhaut des Genitaltraktes verfigt ebenso Uber eine typische
Bakterienbesiedlung. In der Vagina gesunder Frauen lassen sich meistens eine oder zwei
dominante Laktobazillenspezies, hauptsachlich Lactobacillus (L.) crispatus und L. iners, aber

auch L. jensenii und L. gasseri, nachweisen (Lamont et al. 2011). Der bovine Uterus
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dagegen wird vor der Kalbung als steril vermutet (Sheldon 2004), doch vor allem wahrend
und nach dem Abkalben und in geringerem Umfang wahrend der Brunst findet eine
Einwanderung in den Uterus durch eine Vielzahl an Bakterienspezies statt (Williams et al.
1988; Bondurant 1999; Machado et al. 2012). Dabei ist das bakterielle Eindringen in den
Uterus kein statischer Zustand, sondern ein dynamisches Geschehen, bei dem sich uterine
Besiedlung, Beseitigung der Bakterien und spontane, erneute Besiedlung in den ersten
Wochen postpartum abwechseln (Griffin et al. 1974).

Nach dem erwarteten pathogenen Potential im Uterus (Ruder et al. 1981; Olson et al. 1984;
Farin et al. 1989; Noakes et al. 1989; 1991; Bonnett et al. 1993) lassen sich im Uterus
nachgewiesene Bakterienspezies in drei Kategorien unterteilen (Sheldon et al. 2002;
Williams et al. 2005) (Tabelle 1):

1) Anerkannte Pathogene des Uterus, denen uterine endometriale Lasionen zugeordnet
werden.

2) Potentielle Pathogene, die haufig aus dem Uteruslumen und bei Fallen von
Endometritis isoliert werden, aber Ublicherweise nicht mit uterinen Lasionen in
Verbindung stehen.

3) Opportunistische Kontaminanten, die vortbergehend aus dem Uteruslumen isoliert
werden, aber nicht mit Endometritis assoziiert sind.

Tabelle 1. Kategorisierung der uterinen Bakterien nach ihrem pathogenen Potential (Sheldon
et al. 2002)

Pathogene Potentielle Pathogene Opportunistische Kontaminanten

Arcanobacterium pyogenes Acinetobacter spp. Aerococcus viridans

Prevotella spp. Bacillus licheniformis Clostridium butyricum

Escherichia coli Enterococcus faecalis Clostridium perfringens

Fusobacterium necrophorum  Haemophilus somnus Corynebacterium spp.

Fusobacterium nucleatum Mannheimia haemolytica Enterobacter aerogenes
Pasteurella multocida Klebsiella pneumoniae
Peptostreptococcus spp. Micrococcus spp.
Staphylococcus aureus (Koagulase +) Providencia rettgeri
Streptococcus uberis Providencia stuartii

Proteus spp.

Proprionobacterium granulosa
Staphylococcus spp. (Koagulase -)
a-hamolytische Streptokokken

Streptococcus acidominimus

+ = positiv; - = negativ
Unabhangig vom genitalen Gesundheitszustand sind 80 - 100 % der Kihe von der uterinen
Bakterieneinwanderung postpartum betroffen (Sheldon et al. 2008), doch es gibt

Unterschiede in den gefundenen Bakteriengattungen. Pathogene verstarken sich haufig




LITERATUR

gegenseitig in ihrer Wirkung auf den bovinen Uterus. Innerhalb der ersten Woche postpartum
wird eine uterine Infektion haufig von E. coli hervorgerufen, gefolgt von T. pyogenes und
anaeroben Bakterien wie Fusobacterium necrophorum, Prevotella spp. und Bacteroides spp.
in den darauffolgenden Wochen (Sheldon et al. 2014). Dabei scheint E. coli den Weg flr
eine spatere Infektion mit T. pyogenes zu bereiten (Dohmen et al. 2000). Zerbe et al. (2001)
fanden heraus, dass Produkte von E. coli die funktionellen Eigenschaften boviner PMN, die
mit den bakteriellen Produkten kokultiviert wurden, beeintrachtigen. Vor allem die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies durch PMN war herabgesetzt, aber auch die
Phagozytoseleistung sowie die antikdérperunabhangige zellulare Zytotoxizitdt waren
vermindert. Dies unterstlitzt die These einer Koinfektion mit T. pyogenes nach
vorangegangenem E. coli-Befall. T. pyogenes, Fusobacterium necrophorum und Prevotella
spp. agieren synergistisch miteinander, indem sie den Schweregrad der Krankheit erhéhen
(Ruder et al. 1981; Olson et al. 1984; Foldi et al. 2006). T. pyogenes produziert einen
Wachstumsfaktor fir Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium necrophorum bildet ein
Leukotoxin und Prevotella melaninogenica produziert eine Substanz, die Phagozytose
hemmt (Sheldon et al. 2009b). Zudem =zeigten Wagener et al. (2015), dass das
Vorhandensein von Bacillus spp. in uterinen Proben am Tag des Abkalbens und 21 Tage
postpartum mit dem Auftreten von T. pyogenes 28 Tage postpartum korreliert.

Bei gesunden Kihen lieRen sich 10 Tage postpartum vor allem Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. und Bacillus spp. nachweisen (Huszenicza et al. 1999). Einige Vertreter
dieser Bakteriengattungen sind daflr bekannt, dass sie zu den potentiell pathogenen
Bakterien im bovinen Uterus gehoren, die unter gewissen Umstanden dazu in der Lage sind,
eine uterine Infektion auszuldésen. So konnten Petit et al. (2009) bei 12,5 % der untersuchten
Kihe nach einem Abort Staphylococcus aureus nachweisen.

Santos et al. (2011) untersuchten anhand einer kultivierungsunabhangigen meta-
genomischen Analyse die uterine Mikrobiota von gesunden Kuhen und Kihen mit
puerperaler Metritis. Bei gesunden Kihen konnten die meisten Klonsequenzen der Klasse
Gammaproteobacteria zugeordnet werden, wobei viele Sequenzen mit Mannheimia varigena
und Pasteurella haemolytica Ubereinstimmten. Viele Sequenzen lieBen sich dem Stamm
Tenericutes, inklusive Ureaplasma und Mycoplasma, zuordnen. Bei Kiihen mit Metritis waren
die Klonsequenzen hauptsachlich vom Stamm Fusobacteria, einschliellich Fusobacterium
necrophorum und Fusobacterium necrophorum ssp. funduliforme, und Bacteroidetes, wobei
viele Sequenzen Porphyromonas und Bacteroides spp. zugeordnet werden konnten. Diese
Studie zeigt die bakterielle Diversitdit und Komplexitat im bovinen Uterus Uber die

kultivierbaren Bakterienspezies hinausgehend.
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2.3.1 Bacillus pumilus

Bacillus spp. gehéren im bovinen Uterus postpartum neben T. pyogenes, E. coli,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. und Corynebacterium spp. zu den meist isolierten
aeroben Bakterienspezies. Bei durchschnittlich 10,5 % der untersuchten Kihe (gesunde
Kihe, Kiihe mit subklinischer oder chronischer Endometritis) konnten Prunner et al. (2014)
Bacillus spp. 20 bis 30 Tage postpartum aus dem Uterus isolieren. Vergleichbare Ergebnisse
erzielten Wagener et al. (2015) bei der Untersuchung von Endometriumsproben, die zu
sechs unterschiedlichen Zeitpunkten postpartum von 122 Kihen genommen wurden. 9,3 %
der Isolate wurden als Bacillus spp. identifiziert, nur die Gattungen Staphylococcus (24,2 %),
Trueperella (13,2 %) und Escherichia (11,2 %) waren in groRerer Anzahl vertreten. Mehr als
die Halfte der isolierten Bacillus spp. lie sich der Art B. pumilus (55,5 %) zuordnen, nur
22,5% wurde als B. licheniformis identifiziert. Dies ist bemerkenswert, da bisher
B. licheniformis als potentiell pathogene Bacillusspezies in der Literatur beschrieben wurde,
B. pumilus dagegen im bovinen Endometrium nicht als pathogen bekannt ist (Williams et al.
2005).

B. pumilus sind aerobe, gram-positive oder gram-variable, bewegliche kleine Stabchen, die
bei mindestens 5 — 15 °C und maximal 40 — 50 °C bei einem pH-Wert von 6 — 9,5 wachsen
(Logan und De Vos 2009). Diese Bakterien sind ubiquitdre Bodenorganismen, die im inneren
Gewebe von Pflanzen zu finden sind. Doch auch in der Mikrobiota des
Gastrointestinaltraktes von Menschen, Broilern und Rindern ist B. pumilus zu finden
(Barbosa et al. 2005; Fakhry et al. 2008; Rafii et al. 2009).

2.3.2 Lactobacillus Spezies

Die Gattung Lactobacillus gehért zusammen mit der Gattung Pediococcus (P.) zur Familie
Lactobacillaceae. Lactobacillus spp. sind gram-positive, nicht-sporenbildende Stabchen oder
kokkoide Stabchen. Sie sind generell anaerob oder mikroaerophil, wachsen im
Temperaturbereich von 2 bis 53 °C und einem pH-Wert von 3 bis 8. Die optimale
Wachstumstemperatur liegt bei 30 — 40 °C bei einem optimalen pH-Wert von 5,5 — 6,2.
Laktobazillen kommen fast ubiquitar vor. Sie sind im Mund, Gastrointestinal- und Genitaltrakt
des Menschen und vieler Tiere sowie in Lebensmitteln wie Milchprodukten, fermentiertem
Fleisch, Sauerteigen, Gemuse, Frichten und Getranken als auch im Wasser und Boden zu
finden (Felis und Dellaglio 2007; Hammes und Hertel 2009; Salvetti et al. 2012).

Laktobazillen haben einen komplexen Nahrstoffoedarf an Aminosauren, Peptiden,

Nukleinsaurederivaten, Vitaminen, Salzen, Fettsauren oder Fettsdureestern und
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fermentierbaren Kohlenhydraten. Anhand der Art des fermentierten Kohlenhydrats sowie der
Fermentationsprodukte lassen sich Laktobazillen in drei Gruppen unterteilen, obligat
homofermentative, fakultativ heterofermentative und obligat heterofermentative Laktobazillen
(Hammes und Hertel 2009).

Obligat homofermentative Laktobazillen fermentieren Hexosen fast ausschliellich zu
Milchsaure. Pentosen und Gluconat werden nicht fermentiert. Vertreter dieser Gruppe sind
beispielsweise L. delbrueckii, L. amylovorus, L. ruminis und L. salivarius (Hammes und
Hertel 2009).

Fakultativ heterofermentative Laktobazillen sind in der Lage Hexosen zu Milchsaure sowie
Pentosen zu Milchsdure und Essigsaure abzubauen. Einige Spezies dieser Gruppe
fermentieren Glucose zu Milchsdure, Essigsaure, Ethanol und Ameisensaure. Zu den
fakultativ heterofermentativen Laktobazillen gehéren unter anderem L. casei, L. intestinalis,
L. plantarum und L. pentosus (Hammes und Hertel 2009).

Die dritte Gruppe bilden die obligat heterofermentativen Laktobazillen, die Hexosen zu
Milchsaure, Essigsaure (Ethanol) und Kohlenstoffdioxid (CO,) fermentieren. Pentosen
werden von ihnen zu Milchsdure und Essigsdure abgebaut. Zu Vertretern dieser Gruppe
gehoéren unter anderem L. brevis, L. buchneri, L. reuteri und L. vaginalis (Hammes und
Hertel 2009). Durch die phylogenetische Analyse anhand der Gensequenz der 16S
ribosomalen Ribonukleinsdure (rRNA) ist eine daruber hinausgehende Unterscheidung der
Lactobacillus spp. in 15 Untergruppen mit mindestens drei oder mehr Spezies moglich
(Salvetti et al. 2012).

Laktobazillen werden gewohnlich als fur den Menschen unbedenkliche Organismen
betrachtet, doch sehr selten lassen sich Laktobazillen in Fallen wie Endokarditis oder
Bakteriamie beim Menschen nachweisen (Cannon et al. 2005). Laktobazillen sind bei der
Kuh nicht als bakterielle Erreger bekannt, die mit Endometritis assoziiert sind. Stattdessen
lassen sich Lactobacillus spp. den kommensalen Bakterien im bovinen Uterus zurechnen.
Sie gehdren nicht wie bei der Frau zur hauptsachlichen Mikrobiota des Genitaltraktes,
stattdessen sind bei heranwachsenden Farsen Streptokokken, gefolgt von Staphylokokken,
die dominanten Bakterien in der vaginalen Mikrobiota. Laktobazillen und Enterobacteriaceae
spielen dabei nur eine untergeordnete Rolle, wobei die Menge an vaginalen Laktobazillen mit
dem Alter der Tiere zunimmt (Otero et al. 2000). Bisher wurden nur in vereinzelten Studien
Lactobacillus spp. aus dem bovinen Uterus isoliert, aber nicht weiter charakterisiert (Messier
et al. 1984; Williams et al. 1988).
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2.4 Die angeborene Immunitat des bovinen Uterus

Der Korper ist mittels einer komplexen Abwehrreaktion, der Entziindung, in der Lage, auf
Gewebeschaden unter Einbeziehung des Kreislauf- und Immunsystems sowie des
ortsstandigen Bindegewebes und Parenchyms zu reagieren. Diese Reaktion wird ausgel6st
durch exogene oder endogene Noxe wie Krankheitserreger und ihre Toxine, Traumata,
physikalische und chemische Einflisse, Nekrose, Tumoren, Fremdkdrper und
Uberempfindlichkeitsreaktionen bzw. Autoimmunreaktionen (Baumgartner und Gruber 2010).
Dabei stehen dem Korper zwei verschiedene Mechanismen zur Verfigung, um auf den
Entzindungsreiz zu reagieren, die angeborene Immunantwort sowie die adaptive
Immunantwort. Wahrend die adaptive Immunitat spezifisch auf ein bestimmtes Pathogen mit
der klonalen Expansion von antigenspezifischen Lymphozyten und Antikérperproduktion
reagiert, zeichnet sich die angeborene Immunitat durch eine unspezifische Reaktion auf eine
Vielzahl von Pathogenen mittels Phagozyten aus (Murphy et al. 2009).

Im bovinen Uterus bildet das Endometriumsepithel die erste physische Barriere fir
eindringende Krankheitserreger und erflillt eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunitat.
Wahrend der Trachtigkeit ist die Regulierung der uterinen Immunitat notwendig, um die
Implantation und spater das Uberleben des Fetus zu gewahrleisten. Nach dem Abkalben
dagegen ist es erforderlich, dass sich der Reproduktionstrakt schnell vom
immunsupprimierten Zustand wahrend der Trachtigkeit zu einer gesteigerten Immunfunktion
umstellt, um postpartum eingewanderte Bakterien und Gewebsdebris entfernen zu kénnen
(LeBlanc 2012). Um diesen Zweck zu erfullen, werden eingewanderte Bakterien von den
endometrialen Epithelzellen durch Toll-like-Rezeptoren erkannt, mittels Chemokinen werden
Entzindungszellen zum Infektionsort angelockt, Uber die Produktion von Zytokinen wie
Interleukinen wird die Permeabilitdt von Gefalendothelien erhoht, die Freisetzung von
antimikrobiellen Proteinen, Akute-Phase-Proteinen, Prostaglandinen und reaktiven
Sauerstoffspezies stimuliert sowie die Immunantwort reguliert (Sheldon et al. 2014; Sheldon
et al. 2017).

2.4.1 Toll-like-Rezeptoren

Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind Bestandteile der angeborenen Immunitat und werden der
Gruppe der ,pattern-recognition receptors” zugerechnet. Diese verdanken ihren Namen der
Eigenschaft, hochkonservierte molekulare Strukturen, sogenannte ,pathogen-associated
molecular patterns® (PAMPs), die bei den meisten Mikroorganismen vorhanden sind, zu

erkennen (Ausubel 2005). TLR sind Typ | Transmembranproteine, die aus einer
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extrazellularen, leucinreichen Domane und einer zytoplasmatischen Domane, die eine
Homologie zur zytoplasmatischen Domane des humanen Interleukin 1-Rezeptors (IL1R)
aufweist, bestehen (Medzhitov et al. 1997).

Bisher sind 13 Toll-like-Rezeptoren bei Saugetieren bekannt. Der erste funktionsfahige Toll-
like-Rezeptor, der bei Saugetieren nachgewiesen wurde, war TLR4 auf Makrophagen der
Maus. Es konnte mit hyporesponsiven Mausstammen gezeigt werden, dass TLR4 fir die
Erkennung des bakteriellen Endotoxins, Lipopolysaccharid (LPS), das von allen gram-
negativen Bakterien gebildet wird, essentiell ist (Poltorak et al. 1998). TLR2 bindet unter
anderem Peptidoglycan und Lipoteichonsaure von gram-positiven Bakterien (Schwandner et
al. 1999; Opitz et al. 2001) wie auch bakterielle Lipopeptide und Lipoproteine von gram-
positiven Bakterien, gram-negativen Bakterien und Mykoplasmen (Akira et al. 2001). Dabei
spielt die Fahigkeit von TLR2, Heterodimere mit TLR1 und TLR6 zu bilden, eine
entscheidende Rolle (Farhat et al. 2007). Die Heterodimerisierung von TLR2 mit TLR1
ermdglicht die Bindung von triacylierten Lipopeptiden, die haufig in gram-negativen Bakterien
vorkommen, wohingegen diacylierte Lipopeptide von Mykoplasmen an TLR2/TLR6-
Heterodimere binden (Takeuchi et al. 2001; Jin et al. 2007). Die Bindung von Peptidoglycan
wird ebenso durch ein TLR2/TLR6-Heterodimer vermittelt (Ozinsky et al. 2000). Toll-like-
Rezeptoren werden von verschiedenen Zellen des Immunsystems wie Monozyten,
Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten, aber auch von Epithelzellen und
Endothelzellen exprimiert (Medzhitov 2001; Zarember und Godowski 2002). Durch die
Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren werden pro-inflammatorische Zytokine wie Tumor
Nekrose Faktor alpha (TNF), Interleukin 1 (IL1), IL6, IL8 oder IL12 induziert (Akira et al.
2001; Oliveira-Nascimento et al. 2012).

Im bovinen Endometrium spielen Toll-like-Rezeptoren bei der Erkennung von eindringenden
Bakterien eine entscheidende Rolle. Davies et al. (2008) konnten erstmals die
Genexpression von TLR1-10 im bovinen Endometrium nachweisen. Dabei spielt der
Entnahmeort im Uterus (Corpus oder Horn) flir das Vorkommen der verschiedenen Toll-like-
Rezeptoren keine Rolle. Bovine endometriale Epithel- und Stromazellen sind in vitro in der
Lage, IL6 und IL8 nach Stimulation mit bakteriellen Lipopeptiden zu produzieren. lhre
zelluldre Antwort auf triacylierte Lipopeptide wird Uber TLR1 und TLR2 vermittelt, auf
diacylierte Lipopeptide dagegen reagieren sie nicht nur Uber TLR2 und TLR6 wie der
Mensch und die Maus, sondern auch Uber TLR1 (Turner et al. 2014).
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2.4.2 Interleukin 1 alpha

Interleukine sind Polypeptide, die zur Gruppe der Zytokine gehéren und von einer Vielzahl
von Zellen gebildet werden koénnen. Sie spielen eine wichtige Rolle in der
Entziindungsreaktion, der Regulation der Immunabwehr, der Hamatopoese und der
Apoptose (Heinrich et al. 2014). Interleukin 1 gehdért zu den pro-inflammatorischen
Zytokinen. Es besitzt eine Molekilimasse von 17 Kilodalton (kDa) und kommt in zwei
Isoformen, Interleukin 1 alpha und beta (IL1A, IL1B), vor. IL1B ist in seiner
Vorlauferverbindung pro-IL1B inaktiv, wohingegen IL1A sowohl als pro-IL1A als auch als
reifes IL1A aktiv ist (Kim et al. 2013). Pro-IL1A wird im Gegensatz zu IL1B konstitutiv
exprimiert und fungiert als Schlusselbotenstoff in der Entzindung. Die Freisetzung von IL1A
erfolgt nur aus nekrotischen oder beschadigten Zellen. IL1B dagegen wird durch aktive
Sekretion freigesetzt (Dinarello 2009; Kim et al. 2013). Die biologische Aktivitat beider
Isoformen wird Uber die beiden Rezeptoren IL1-Rezeptor Typ | (IL1RI) und Typ Il (IL1RII)
vermittelt (Dinarello 1991) und durch einen Rezeptorantagonisten (IL1RN) kontrolliert, der
mit den Liganden um die Bindung an den IL1-Rezeptoren konkurriert (Arend 1991).

IL1 wird von Monozyten und Makrophagen, aber auch von Epithel- und Endothelzellen
gebildet. Die Wirkung von IL1 ist konzentrationsabhangig. In geringer Konzentration wirkt es
lokal entziindungsférdernd tber die Induktion der Synthese von IL1 und IL6. Zudem werden
durch IL1 die Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen sowie die Gerinnung
gesteigert und die Chemokinsynthese in Monozyten angeregt. In héherer Konzentration
(circa 10 Nanogramm/Kilogramm Korpergewicht) I6st IL1 Fieber aus und induziert die
Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber (Siegenthaler und Blum 2013).

Doch nicht nur in der Inflammation hat IL1A eine grol’e Bedeutung, sondern auch bei
physiologischen Prozessen im Genitaltrakt. Im Uterus des Pferdes, der Maus und der Frau
wird IL1A unter Kontrolle von Progesteron und Ostrogen wahrend des Sexualzyklus gebildet
(De et al. 1992; Pretto et al. 2008; Széstek et al. 2013). Verschiedene Studien legen eine
Beteiligung von IL1A bei der Implantation der Blastozyste in das Endometrium der Frau und
der Maus nahe (Osteen et al. 1997; Basak et al. 2002; Jasper et al. 2007; Bourdiec et al.
2014). Im bovinen Endometrium wird IL1A wahrend des gesamten Sexualzyklus exprimiert
(Gabler et al. 2009), die héchste Expression tritt dabei wahrend der frihen Lutealphase auf
(Tanikawa et al. 2005). In derselben Studie wurde auch gezeigt, dass die Produktion von
Prostaglandinen im Verlauf des Sexualzyklus durch IL1A unterschiedlich reguliert wird, was
die Bedeutung von IL1A in endometrialen Funktionen wie der Luteolyse unterstreicht.

In Endometriumsproben von Kiihen mit chronischer Endometritis fanden Peter et al. (2015)

im spaten Puerperium (45 — 51 Tage postpartum) eine zu Kontrollkiihen signifikant erhéhte
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IL1A- und IL1B-Expression. Bei Kiilhen mit subklinischer Endometritis war die Expression der
messenger RNA (mRNA) von IL1A und IL1B bereits im frihen Puerperium (24 — 30 Tage
postpartum) sowie im spateren Puerperium (IL1A, 38 — 44 Tage postpartum; IL1B, 45 — 51
Tage postpartum) signifikant erhéht. Gabler et al. (2009) konnten eine erhdhte IL1A-mRNA-
Expression bei Kihen mit subklinischer und chronischer Endometritis drei Wochen

postpartum feststellen.

2.4.3 Interleukin 6

Interleukin 6 wird zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gezahlt und wurde urspriinglich
als B-zellstimulierender Faktor 2 bezeichnet. Das IL6-Gen kodiert flr ein inaktives
Vorlauferprotein, das beim Rind 208 Aminosauren lang ist. Erst durch Spaltung sowie
posttranslationale Glykosylierung und Phosphorylierung entsteht das 21,5 - 28 kDa grol3e
aktive Protein (Snick van 1990). Die Signalibertragung von IL6 kann Uber zwei
unterschiedliche Signalwege erfolgen. Im klassischen Signalweg bindet IL6 an den
membrangebundenen IL6-Rezeptor (IL6R), der sich auf der Zelloberflache von Hepatozyten,
B-Lymphozyten (B-Zellen) und T-Lymphozyten (T-Zellen), Neutrophilen und Monozyten
befindet (Naugler und Karin 2008). Der IL6-Rezeptor ist alleine nicht zur Signallibertragung
fahig. Erst durch die Bildung eines Ligand-Rezeptor-Komplexes durch die Bindung von IL6
an IL6R wird das Signaltransduktor-Glykoprotein gp130 als Homodimer rekrutiert und die
Signallibertragung ausgel6st. Der alternative Trans-Signallibertragungsweg ist im Gegensatz
zum klassischen Weg nicht auf das Vorhandensein eines membrangebundenen IL6R
angewiesen, sondern vermittelt die IL6-Wirkung Uber I6sliche IL6-Rezeptoren, die sich im
Blutkreislauf befinden (Heinrich et al. 2003; Rath et al. 2015).

Die Produktion von IL6 erfolgt hauptsachlich durch Monozyten und Makrophagen, aber auch
verschiedene andere Zelltypen wie beispielsweise B- und T-Zellen, Fibroblasten,
Keratinozyten, Mastzellen und Endothelzellen sind dazu in der Lage. Alle Stresszustande,
die eine Immunantwort hervorrufen kdnnen, wie IL1 und TNF, bakterielle Produkte wie
beispielsweise LPS, virale Infektionen oder nekrotische Zellreste kénnen die Bildung von IL6
hervorrufen (Naugler und Karin 2008). IL6 verflgt Uber vielfaltige physiologische Funktionen
wie die Induktion der Akute-Phase-Reaktion, die Differenzierung der B-Zellen, die Modulation
der T-Zell-Apoptose, die Aktivierung der T-Helferzellen und die Balance zwischen
regulatorischen T-Zellen und Typ17-T-Helferzellen (Th17-Zellen) (Rath et al. 2015). Zudem
spielt IL6 eine Schilsselrolle beim Ubergang von der angeborenen zur erworbenen
Immunitat. Dies wird unter anderem durch die Ablésung der Rekrutierung von neutrophilen

Granulozyten durch mononukledre Zellen Uber den Trans-Signalweg ausgeldst (Jones
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2005). Eine Dysregulation der IL6-Signalibertragung dagegen tragt zur Entstehung und
Erhaltung von chronischen Entziindungsgeschehen, Autoimmunerkrankungen und Krebs bei
(Tarner et al. 2007; Drastich et al. 2011; Baron et al. 2015; Rath et al. 2015).

Im Reproduktionstrakt bt Interleukin 6 unterschiedliche Funktionen aus. Wahrend des
Sexualzyklus wird IL6 im Uterus des Rindes, des Pferdes und der Maus exprimiert (De et al.
1992; Fischer et al. 2010; Szostek et al. 2013). Beim Rind lasst sich keine unterschiedliche
IL6-mRNA-Expression im Endometrium im Verlauf des Sexualzyklus nachweisen (Fischer et
al. 2010). Doch auch in der Pathologie der Fortpflanzung spielt IL6 eine Rolle. Beim Rind
steht eine erhdhte IL6-Genexpression, nachgewiesen im Blut bzw. im Uterus, vor und zum
Zeitpunkt der Geburt in Korrelation mit einer spater auftretenden Endometritis (Ishikawa et al.
2004; Galvao et al. 2011). In Proben von Kihen mit entziindetem Endometrium wurde eine
erhohte IL6-mRNA-Expression zwei Wochen postpartum nachgewiesen (Chapwanya et al.
2009; Gabler et al. 2010). Peter et al. (2015) fanden in Endometriumsproben von Kihen mit
subklinischer Endometritis 38 — 44 Tage postpartum und von Kihen mit chronischer

Endometritis 45 — 51 Tage postpartum eine erhdéhte IL6-mRNA-Expression.

2.4.4 CXC-Chemokin-Liganden 1 - 3 und CXC-Chemokinrezeptor 2

Chemokine sind chemotaktische, pro-inflammatorische Zytokine, die Leukozyten an den Ort
der Entzindung rekrutieren. Damit sind sie essentiell fur die Immunantwort. Chemokine
bestehen aus etwas 70 - 130 Aminosduren mit vier konservierten Cysteinresten. Als
sekretorische Proteine sind sie mit einer Signalsequenz von 20 - 25 Aminosauren
ausgestattet, die vor der Sekretion abgespalten wird (Baggiolini 2001). Anhand ihrer
N-terminalen Struktur lassen sich vier Familien unterscheiden, die CXC-, CC-, CX5C- und C-
Chemokine. Dabei steht das C fur Cystein und das X fur jede andere Aminosaure, die sich
zwischen den ersten zwei konservierten Cysteinen am N-Terminus befinden kann.

Die verschiedenen CXC-Chemokine werden mit L fir Ligand und fortlaufender
Nummerierung benannt. Die Wirkung der CXC-Chemokine wird Uber die Bindung an die
CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR) 1 - 6 vermittelt. Die CXC-Chemokinfamilie lasst sich
weiter durch die An- (ELR") oder Abwesenheit (ELR’) des ELR-Motivs unterteilen. ELR-
Chemokine verfligen Uber ein Tripeptid, bestehend aus Glutaminsaure, Leucin und Arginin,
das der CXC-Domane vorgelagert ist. ELR*-Chemokine verfligen (ber angiogenetische
Eigenschaften, ELR-Chemokine dagegen inhibieren die Angiogenese (Vandercappellen et
al. 2008). Das ELR-Motiv ist essentiell fur die Rezeptorbindung und Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten (Hébert et al. 1991; Clark-Lewis et al. 1993).
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Die CXC-Chemokin-Liganden 1, 2 und 3 (CXCL1, -2, -3) vermitteln ihre Aktivitat durch
Bindung an CXCR2, der auf neutrophilen Granulozyten zu finden ist (Baggiolini 2001). Eine
andere Studie konnte zeigen, dass CXCR2 auf humanen Endothelzellen exprimiert wird
(Addison et al. 2000). CXCL1-3 werden von vielen verschiedenen Gewebszellen und
einwandernden Leukozyten als Antwort auf bakterielle Toxine und inflammatorische Zytokine
wie IL1, TNF und Interferone gebildet (Baggiolini 2001). CXCL1 und CXCL2 verfugen uber
99 % homologe Sequenzen. Die Hauptaufgabe von CXCLA1-3 ist die Forderung der
Chemotaxis von Neutrophilen anhand eines Konzentrationsgefalles zum Ort der hdchsten
Chemokinkonzentration, das hei3t zum Ort der Infektion bzw. Inflammation. Ebenso werden
die Angiogenese und Chemotaxis von Endothelzellen durch CXCL1-3 vermittelt (Addison et
al. 2000). Aulerdem werden diese CXC-Chemokine mit Tumorzelltransformation
und -wachstum in Verbindung gebracht. Sie spielen eine Rolle in der Chemotaxis und
Metastasenbildung von verschiedenen Tumorzelllinien und agieren als autokriner
Wachstumsfaktor fir Melanome und andere Tumore (Bordoni et al. 1990; Dhawan und
Richmond 2002; Ogata et al. 2010).

Im Endometrium der Frau wird CXCL1 vermehrt wahrend der Lutealphase des Sexualzyklus
exprimiert. Ebenso konnte in dezidualisierten humanen endometrialen Stromazellen eine
erhdhte CXCL1-Expression in vitro nachgewiesen werden (Nasu et al. 2001). Die Stimulation
von kultivierten humanen Endometriumszellen mit LPS, IL1B und TNF fiihrte sowohl zu einer
gesteigerten Expression von CXCL1 (Nasu et al. 2001) als auch von CXCL2 (Fukuda et al.
2003). Beim Rind ist die Funktion von CXCL1-3 im Endometrium weitgehend unerforscht.
Eine Studie konnte eine erhdohte CXCL2-mRNA-Expression in Proben von bovinen
Plazentomen an der feto-maternalen Kontaktstelle nachweisen, die unmittelbar nach der
Geburt des Kalbes entnommen wurden. Ein Zusammenhang konnte zwischen dieser
gesteigerten Genexpression und der angeborenen Immunantwort gezeigt werden, die eine

wichtige Rolle beim Ablésen der Nachgeburt spielt (Streyl et al. 2012).

2.4.5 Interleukin 8 / CXC-Chemokin-Ligand 8

Interleukin 8 wurde 1987 als erstes Chemokin entdeckt (Baggiolini et al. 1989). Es gehort zur
Familie der CXC-Chemokine und wird daher auch als CXCL8 bezeichnet. IL8 wird als
Vorlauferprotein mit 99 Aminosduren gebildet und nach der Abspaltung von 20 Aminosauren
sekretiert. Extrazellular wird das reife IL8 am N-Terminus weiter modifiziert, wobei
verschieden groRe Isoformen entstehen, die Uber biologische Aktivitat verfligen.
Hauptsachlich wird ein 8,4 kDa grof3es Peptid gebildet, das aus 72 Aminosauren besteht
(Baggiolini und Clark-Lewis 1992).
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Unter den CXC-Chemokinen verfigt IL8 Uber die starkste Eigenschaft, neutrophile
Granulozyten zu aktivieren und anzulocken (Zlotnik und Yoshie 2000; Rot und von Andrian,
Ulrich H. 2004). Daruber hinaus bewirkt IL8 in Neutrophilen einen vortibergehenden Anstieg
der intrazelluldren Calciumionen (Ca?*)-Konzentration, die Degranulation, die Hochregulation
von Adhasionsproteinen sowie die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (Walz et
al. 1991; Baggiolini 1993). IL8 vermittelt seine Wirkung durch Bindung an die Rezeptoren
CXCR1 und CXCRZ2, die auf Neutrophilen, aber auch auf Monozyten zu finden sind (Bishayi
und Samanta 1996). Eine weitere Funktion von IL8 ist die Angiogenese (Li et al. 2003), die
beim Tumorwachstum und der Metastasenbildung eine Rolle spielt (Strieter et al. 1995). Die
Produktion von IL8 wird hauptsachlich durch IL1 und TNF ausgeldst, aber verschiedene
andere Stimuli wie LPS, Lektine und opsonierte Partikel sind dazu in der Lage (Baggiolini
und Clark-Lewis 1992). Die Freisetzung von IL8 nach entsprechenden Stimuli konnte bei
Monozyten, Endothelzellen, T-Lymphozyten, Epithelzellen, Fibroblasten, Makrophagen,
Hepatozyten, Synovialzellen und Tumorzellen nachgewiesen werden (Mortier et al. 2008).

Im bovinen Reproduktionstrakt ist IL8 fur physiologische und pathologische Prozesse von
Bedeutung. Im Sexualzyklus des Rindes wurde eine erhdhte mRNA-Expression des
Chemokins in der pra- und postovulatorischen Phase im Endometrium gefunden (Fischer et
al. 2010). Dies spricht fur eine erhdhte Abwehrbereitschaft des Uterus um den Zeitpunkt der
Ovulation durch die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. IL8 ist als besonders
potenter Lockstoff fir Neutrophile im bovinen Uterus bekannt (Zerbe et al. 2003).

In pathologischen Vorgadngen wie der subklinischen und chronischen Endometritis des
Rindes ist IL8 von Bedeutung. Fischer et al. (2010) konnten eine signifikant erhdhte mRNA-
Expression von IL8 in endometrialen Proben von Kuihen mit subklinischer und klinischer
Endometritis drei Wochen postpartum nachweisen. In einer neueren Studie konnte eine
signifikant erhohte IL8-mRNA-Expression von Kihen mit subklinischer Endometritis im
mittleren (24 - 30 Tage postpartum) und spaten Puerperium (38 - 44 und 45 - 51 Tage
postpartum) festgestellt werden. Bei Kihen mit chronischer Endometritis dagegen war L8
nur im spaten Puerperium (45 - 51 Tage postpartum) erhéht im Vergleich zu gesunden
Kihen (Peter et al. 2015).

2.4.6 Prostaglandin E, und Prostaglandin F,,

Prostaglandine gehoéren zur Gruppe der Eicosanoide, die durch oxidative Zyklisierung der
funf zentralen Kohlenstoffatome mehrfach ungesattigter Cyo-Fettsduren wie der
Arachidonsaure gebildet werden (Dubois et al. 1998). Die instabile Vorstufe der

Prostaglandine, PGH,, wird durch spezifische Prostaglandinsynthasen zu PGE, und PGF,,
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umgewandelt. PGE, wird durch eine zytosolische und zwei membrangebundene Synthasen
gebildet, die Umwandlung von PGH, zu PGF,, wird durch die PGH-9-,11-
Endoperoxidreduktase katalysiert. Es existieren noch zwei weitere Enzyme, die PGF,,
synthetisieren kdnnen. Durch die PGE-9-Ketoreduktase wird PGE, zu PGF,, umgewandelt
und die PGD-11-Ketoreduktase katalysiert die Umsetzung von PGD, zu 11-epi PGF,,, das
wie PGF,, natlrlich vorkommt (Helliwell et al. 2004). Fast alle Gewebearten sind zur
Prostaglandinsynthese fahig.

Unmittelbar nach der Synthese werden Prostaglandine von den produzierenden Zellen
sekretiert und wirken aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeit auto- oder parakrin als
Gewebshormone. Die Wirkung von PGE, und PGF,, wird Uber die Bindung an spezifische
Rezeptoren vermittelt, die zur Gruppe der Guanosintriphosphat-bindendes Protein (G-
Protein)-gekoppelten Rezeptoren mit sieben Transmembrandomé&nen gehdren und von
verschiedenen Zellarten und Geweben wie Gehirn, Niere, Gastrointestinaltrakt, Ovar und
Uterus exprimiert werden (Tsuboi et al. 2002).

Der PGE,-spezifische Rezeptor EP besitzt vier Subtypen, EP1, EP2, EP3 und EP4, die
unterschiedliche Signalwege initiieren und damit eine Vielzahl verschiedener Funktionen
vermitteln. EP1 bewirkt eine intrazelluldre Ca®*-Mobilisierung, was die Kontraktion glatter
Muskelzellen induziert. EP2 und EP4 sind gekoppelt an eine Stimulation der
Adenylatzyklase, was den Gehalt an cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP) in der Zelle
erhoht und zur Relaxation glatter Muskelzellen fuhrt. Die Bindung von PGE, an EP3 inhibiert
die Adenylatzyklase und damit verbunden die Relaxation glatter Muskelzellen. PGF,, bindet
an den Rezeptor FP, der ebenso wie EP1 den intrazellularen Ca?*-Spiegel erhéht (Narumiya
et al. 1999; Sugimoto et al. 2015).

In erster Linie sind Prostaglandine fir die Schmerzvermittlung zustandig, aber auch in
pathologische Vorgange wie Entziindung, Bluthochdruck und Krebs involviert (Fortier et al.
2008). Im Reproduktionstrakt von Wiederkauern ist die Prostaglandinproduktion durch das
Endometrium fiur physiologische Funktionen wie die Regulation des Sexualzyklus, die
Erkennung der Trachtigkeit, das Aufrechterhalten der Trachtigkeit und die Geburt
entscheidend (Danet-Desnoyers et al. 1995). PGF,, und PGE, verfligen dabei vorwiegend
uber antagonistische Wirkungen. Wahrend des bovinen Sexualzyklus sind die Tage 15 - 17
entscheidend fir die Erkennung der Trachtigkeit durch den Uterus. In Abwesenheit eines
Embryos wird durch den Uterus eine Serie von PGF-Pulsen als Antwort auf eine Anderung
des endogenen Oxytocinspiegels freigesetzt, was zur Luteolyse fuhrt (McCracken et al.
1999; Parent et al. 2003). Dies wird vermutlich durch ein Auto-Amplifizierungssystem fiur
PGF., im bovinen Corpus luteum unterstitzt (Kumagai et al. 2014). PGE, dagegen verfugt

Uber luteoprotektive Eigenschaften. Bei Anwesenheit eines Embryos wird es von
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endometrialen Epithelzellen relativ zu PGF,, vermehrt gebildet. Dies wird durch Interferon
tau, das bei Wiederkauern von Trophoblastzellen als Signal zur maternalen Erkennung der
Trachtigkeit gebildet wird, vermittelt (Asselin et al. 1997). Eine neue Studie zeigt, dass
Interferon tau die Stimulation der PGF,,-Produktion durch bovine endometriale Stromazellen,
die durch den Heparin-bindenden epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)-ahnlichen
Wachstumsfaktor induziert wird, signifikant verringert, nicht aber die Bildung von PGE, durch
diese Zellen beeinflusst (Takatsu und Acosta 2015). Durch die luteolytische Eigenschaft von
PGF,,, die flir das Einsetzen der Geburt eine entscheidende Rolle spielt, kann die Geburt
durch die exogene Gabe von PGF,, beim Rind und der Ziege eingeleitet werden (Parent et
al. 2003). PGF,, und PGE; wirken synergistisch zum Zeitpunkt der Geburt. Sie rufen beide
Kontraktionen des Myometriums und eine Relaxation der Zervix hervor, was zum Austreiben
der Frucht fuhrt.

PGF,, und PGE, sind ebenso bei pathologischen Prozessen im bovinen Endometrium
beteiligt. Baranski et al. (2013) wiesen eine gesteigerte Sekretion dieser beiden
Prostaglandine im Endometrium von Kihen mit chronischer Endometritis im Vergleich zu
gesunden Kuhen nach. Kiuhe mit subklinischer Endometritis zeigten nur eine vermehrte
Sekretion von PGE,, die PGF,,-Expression war nicht signifikant verandert. Des Weiteren
konnte in einer anderen Studie eine durch LPS induzierte vermehrte PGE,-Produktion beim
Rind sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden. Der Wechsel von einer PGF ;-
zu einer PGE,-Produktion und dadurch bedingter ausbleibender Luteolyse kdnnte eine
Erklarung fir verlangerte Lutealphasen bei Kihen mit uterinen Erkrankungen postpartum
sein (Herath et al. 2009).

2.4.7 Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2

Die Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase (PTGS) ist das geschwindigkeitsbestimmende
Enzym in der Prostaglandinbiosynthese. Sie katalysiert die Umwandlung von
Arachidonsaure, das durch die Phospholipase A, aus Membranphosphotriglyceriden
freigesetzt wird, Uber die Bildung des Zwischenprodukts PGG, zu PGH.,. Diese Reaktionen
werden von zwei konservierten katalytischen Zentren der PTGS, die Cyclooxygenase- bzw.
Peroxidase-Aktivitdt aufweisen, vermittelt (Wiliams und Dubois 1996). PGH, dient als
Substrat spezifischer Prostaglandinsynthasen fir die Herstellung von PGE,, PGF,,, PGD,
und PGI, (Dubois et al. 1998). Es existieren zwei PTGS-Isoenzyme, PTGS1 und PTGS2,
auch bekannt als Cyclooxygenase 1 und 2. PTGS1 wird konstitutiv in vielen Geweben und
den meisten Zellen exprimiert. PTGS2 dagegen wird durch Zytokine, verschiedene

Wachstumsfaktoren, Tumorpromotoren und mechanischen Stress induziert. Zu den pro-
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inflammatorischen Stimuli gehdren unter anderem LPS, TNF, IL1A, IL1B, IL6 und IL8 (Morita
2002). Die Genexpression von PTGS2 kann durch Glukokortikoide sowie anti-
inflammatorische Zytokine wie IL4 und IL10 inhibiert werden (Niiro et al. 1997). PTGS2 ist
ein ungefahr 70 kDa grof3es Protein, das eine 75 %ige Homologie zu PTGS1 aufweist
(Williams und Dubois 1996). Im Unterschied zu PTGS1, deren Aktivitat hauptsachlich in der
Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist, Gibt PTGS2 seine Funktion im
endoplasmatischen Retikulum und in der Kernmembran aus (Morita et al. 1995).

Im Reproduktionstrakt von Saugetieren ist PTGS2 in Entzlindungsprozesse involviert, aber
auch fur physiologische Vorgange von Bedeutung. Beim Schaf wurde eine PTGS2-
Expression in endometrialen Epithelzellen an Tag 12 - 15 des Sexualzyklus detektiert, die an
den darauffolgenden Tagen bis unter das Detektionslimit abnahm. Wahrend der frihen
Trachtigkeit fand ein ahnlicher Verlauf der PTGS2-Expression mit einer langsameren
Abnahme nach Tag 15 statt (Charpigny et al. 1997). Die Expression von PTGS2 im bovinen
Endometrium konnte wahrend des gesamten Sexualzyklus gezeigt werden (Fischer et al.
2010), auf einem hohem Niveau wird PTGS2 aber nur wahrend der spaten Lutealphase und
praovulatorischen Phase exprimiert. Eine Expression von PTGS1 ist im Zyklusverlauf im
Endometrium nicht detektiert worden, was zu der Schlussfolgerung fihrt, dass die
Prostaglandinsynthese im bovinen Endometrium durch PTGS2 gesteuert wird (Arosh et al.
2002). Im entzindeten Endometrium von erstlaktierenden Kihen konnte ebenso eine im
Vergleich zu gesunden Kuhen gesteigerte PTGS2-Expression nachgewiesen werden, was
die Rolle von PTGS2 beim Entziindungsgeschehen im bovinen Endometrium verdeutlicht
(Gabler et al. 2010).
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2.5 Zielsetzung

In der Mikrobiota des bovinen Uterus lassen sich postpartum neben pathogenen Bakterien
wie T. pyogenes und E. coli, die eine Metritis oder Endometritis ausldsen kdnnen, auch
potentiell pathogene Bakterien und Kommensale nachweisen. Die grundlegende Hypothese
dieser Arbeit beruht auf der Annahme, dass diese Bakterien in der Lage sind, eine
Immunantwort des Uterus auszuldsen und am uterinen Entzindungsgeschehen in
unterschiedlichem Mal3e mitzuwirken. Das endometriale Epithel stellt die erste Barriere fir in
den Uterus eingewanderte Bakterien dar und kann vermutlich differenziert auf Bakterien
unterschiedlicher Pathogenitat reagieren.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von autochthonen potentiell pathogenen Bakterien
und Laktobazillen auf endometriale Epithelzellen von Milchkiihen zu untersuchen. Dafir
sollten zunachst Laktobazillen und potentiell pathogene Bakterien aus Rinderuteri mittels
Cytobrushmethode isoliert und Uber mikrobiologische und molekularbiologische Verfahren
naher charakterisiert werden. Um die Wirkung der isolierten Bakterien auf endometriale
Epithelzellen herauszufinden, wurde eine in vitro Methode gewahlt, da dabei im Vergleich zu
in vivo der Einfluss anderer Bakterien ausgeschlossen werden kann. Daflr sollten bovine
endometriale Epithelzellen aus Uteri aus dem Schlachthof gewonnen und mit den isolierten
potentiell pathogenen Bakterien und Laktobazillen kokultiviert werden. Die Vitalitat der
kokultivierten endometrialen Epithelzellen sollte bestimmt werden, um einen ersten Eindruck
des Einflusses der Bakterien auf die Zellen zu gewinnen. Um eine mdgliche Beeinflussung
der Immunantwort boviner endometrialer Epithelzellen durch potentiell pathogene und
kommensale Bakterien nachzuweisen, sollte die Expression von ausgewahlten pro-
inflammatorischen Faktoren der kokultivierten Zellen auf mRNA-Ebene bzw. die Freisetzung
von Interleukinen und Prostaglandinen untersucht werden.

Um die in vitro gefundenen Effekte eines potentiell pathogenen Bakteriums mit der Situation
in vivo vergleichen zu kénnen, sollte die mRNA-Expression von PMN-anlockenden Faktoren
(CXCL-Familie) sowie von Proteinen der Bakterienerkennung (TLR) in endometrialen Proben
von Kihen mit chronischer Endometritis, von Kiihen mit subklinischer Endometritis und von

gesunden Kuhen untersucht werden.
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Abstract. Endometrial epithelium plays a crucial role in the first immune response to
invading bacteria by producing cytokines and chemokines. The aim of this study was to
investigate the first inflammatory response of the endometrium in vivo and in vitro. Gene
expression of several pro-inflammatory factors and Toll-like receptors (TLR2, -4, -6) was
determined in endometrial cytobrush samples obtained from healthy cows and cows with
clinical or subclinical endometritis. Endometrial epithelial cells were co-cultured with an
isolated autochthonous uterine bacterial strain Bacillus pumilus. Total RNA was extracted
from in vivo and in vitro samples and subjected to real-time reverse transcription polymerase
chain reaction. CXC ligands (CXCL) 1/2 and CXC chemokine receptor (CXCR) 2 mRNA
expression was higher in cows with subclinical endometritis and CXCL3 mRNA expression
was higher in cows with clinical endometritis compared with healthy cows. B. pumilus
induced cell death of epithelial cells within 24 h of co-culturing. The presence of B. pumilus
resulted in significantly higher mRNA expression of interleukin 1a (IL1A), IL6, IL8, CXCL1-3
and prostaglandin—endoperoxide synthase 2 in co-cultured cells compared with untreated
controls. The maximum increase was mainly detected after 2 h. These results support the
hypothesis that bacterial infection of endometrial cells might induce prompt synthesis of pro-

inflammatory cytokines resulting in a local inflammatory reaction.
Additional keywords: bovine endometritis, CXC ligands, interleukins, Toll-like receptors.

Introduction

The bovine endometrium fulfils a variety of reproductive and immunological functions. It is
essential for reproductive success including nutrition and implantation of the embryo and for
maintenance of pregnancy (Bauersachs and Wolf 2013). In addition, the endometrium is also
the first line of defence against invading bacteria. It is a physical barrier against pathogens
and also involved in the innate immune response by producing cytokines and chemokines
that attract and activate polymorphonuclear neutrophils (PMN) and monocytes (LeBlanc et
al. 2011). To face the challenge of invading bacteria, the local immune system has to
undergo a fast switch from the downregulated state during pregnancy to an enhanced
function for postpartum clearance of bacteria and tissue debris, followed by a calm state 3—4
weeks later. It is hypothesised that diseases of the reproductive tract can result from a failure
in this well-balanced system (LeBlanc 2012).

Several interleukins are secreted as a reaction to bacterial infection and inflammatory
processes. In the last few years, research has focussed on revealing a correlation between
the expression of such pro-inflammatory factors and uterine diseases. It was observed that
the pro-inflammatory cytokines interleukin 1A (IL1A), IL6 and IL8 were more highly

expressed in samples obtained from cows with inflamed endometrium compared with healthy
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cows in the postpartum period (Gabler et al. 2009; Fischer et al. 2010). IL8 is an especially
potent chemoattractant for neutrophils in the uterus (Zerbe et al. 2003). In bovine
endometrium explants, IL8 is upregulated in vitro in response to both Gram-positive and
Gram-negative bacteria (Borges et al. 2012).

In addition to IL8, the CXC ligands (CXCL) belong to the group of chemoattracting
factors produced by the endometrial epithelium as a reaction to invading bacteria (Sheldon
and Roberts 2010). They are members of the chemokine family and play an important role in
the innate immune system as essential and selective mediators in migration of leukocytes to
inflamed tissues (Reutershan and Ley 2004). CXCL1, -2 and -3 predominantly promote
chemotaxis of neutrophils. They interact with the receptor CXCR2, which can be found on
neutrophil granulocytes but also on other types of granulocytes, macrophages and
endothelial cells (Addison et al. 2000).

Further pro-inflammatory factors are prostaglandins, which mediate the inflammatory
response of the immune system. Prostaglandin—endoperoxide synthase 2 (PTGS2)
synthesises prostaglandin H, (PGH.), the precursor of different prostaglandins. PTGS2
shows an oestrous cycle-dependent expression in the bovine endometrium (Arosh et al.
2002) and higher concentrations in inflamed endometrium compared with healthy
endometrium (Gabler et al. 2010).

To induce an inflammatory response, it is required that the endometrium detects
invading bacteria by pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) via several Toll-like
receptors (TLRs). In the bovine endometrium, an important role is played by TLR1, -2 and -6,
which form heterodimers for the detection of bacterial lipopeptides, and TLR4, which binds
lipopolysaccharide (LPS; Sheldon et al. 2014). Endometrial biopsies from infertile
endometritic cows in the first week postpartum showed an increased TLR4 mRNA
expression compared with fertile healthy cows (Herath et al. 2009a).

Bacterial infections of the bovine uterus after parturition often result in metritis and
endometritis. The uterine inflammatory and immune response to bacterial infection plays a
crucial role in this context. Genital diseases have detrimental effects on reproductive
performance in cattle (Dubuc et al. 2010). These effects can be explained by endometrial
lesions (Amos et al. 2014) and by perturbation of hypothalamic and pituitary function
(Sheldon et al. 2009a). In the last few years, several studies have been published describing
the mechanism of inflammation and infection in the bovine endometrium for common
pathogens, for example Escherichia coli and Trueperella pyogenes (Liu et al. 2009; Sheldon
et al. 2010; Chapwanya et al. 2013). The diversity of uterine microbiota and interactions
between bacterial species (Santos et al. 2011; Santos and Bicalho 2012; Wagener et al.

2014) shows that further research is required to understand the mechanism for inflammatory
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responses within the uterine environment. In addition, potentially pathogenic bacterial
species such as Bacillus spp. may contribute to the development of genital diseases. Bacillus
licheniformis is regarded as a bacterial species often isolated from the uterine lumen and
cases of endometritis but not commonly associated with uterine lesions (Williams et al.
2007). The role of such potentially pathogenic bacteria is still unclear regarding the
development of uterine diseases as well as their influence and interaction within a healthy
uterus. In addition, potentially pathogenic bacterial species may be useful for examining
immunological processes in endometrial cells because they probably do not cause cell death
in co-culture as rapidly as pathogenic bacteria.

The aim of this study was to elucidate cellular mechanisms in the endometrium at the
beginning of and during inflammatory processes. Influences of potentially pathogenic
bacteria were examined by adding them to a standard in vitro endometrial epithelial cell-
culture model simulating a bacterial infection. The focus of investigation was on the mRNA
expression of the above-mentioned candidate genes. Therefore, the objectives of the present
study were to investigate: (1) the mRNA expression of PMN-attracting factors (CXCL family)
and bacteria-recognising proteins (TLRs) in the endometrial epithelium of cows in vivo with
different uterine health status, (2) the influence of several bacterial strains isolated from the
bovine uterus on the viability of epithelial cells in vitro and (3) the mRNA expression of
selected pro-inflammatory candidate genes in bovine endometrial epithelial cells co-cultured

with a potentially pathogenic bacterial strain as a first response to a bacterial infection.

Materials and methods

Collection of endometrial epithelium samples in vivo

Endometrial epithelium samples for in vivo studies of healthy and inflamed endometrium
were collected on a commercial dairy farm with around 200 animals in Brandenburg
(Germany) from Holstein cows on Days 24-30 postpartum as described previously (Gabler
et al. 2009). The cows were kept in accordance with the guidelines of the National Animal
Welfare Legislation. Group 1 comprised cows (n = 10) with signs of clinical endometritis
(Sheldon et al. 2006) and Group 2 included cows (n = 10) with subclinical endometritis
(proportion of PMN > 5% in the cytological samples; Gilbert et al. 2005; Gabler et al. 2009).
Group 3 consisted of healthy cows (n = 10) with neither signs of clinical nor subclinical
endometritis. Samples for endometrial evaluation and for mRNA analysis were collected
using the cytobrush method (Kasimanickam et al. 2004; Gabler et al. 2009). After collection,
the samples were immediately placed into liquid nitrogen, transported to the laboratory and
stored at —80°C until RNA isolation. Endometrial samples for cytological analysis determining

the percentage of PMN were processed as described previously (Gabler et al. 2009).
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Isolation and culture of uterine bacteria under acidic conditions

Bacteriological samples for in vitro studies were obtained from the uteri of 39 Holstein—
Friesian cows on Days 40-90 postpartum. Cows were kept on three commercial dairy farms
in Brandenburg (Germany) in accordance with the guidelines of the National Animal Welfare
Legislation. Animals used for this study showed no signs of genital diseases and were not
pregnant. For bacteriological cultures, one sample was collected from the uterus of each cow
with the cytobrush method as described previously (Westermann et al. 2010). The samples
were transported in culture medium (MRS broth according to DeMan, Rogosa and Sharpe;
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) to the laboratory and were cultured aerobically on MRS
agar (Sigma-Aldrich) at 37°C for up to 72 h to detect non-pathogenic and potentially
pathogenic bacteria. Bacteria of single colonies were enriched in MRS broth, subcultured
three times and plated on blood agar (Merck, Darmstadt, Germany) to ensure the purity of

the bacterial strains. All isolates were stored at—80°C in 15% glycerol for further experiments.

Classification of bacterial species

First identification of bacterial species was based on the results of Gram stain, morphology
and catalase reaction. Furthermore, 16S rDNA was amplified by a phylogenetic polymerase
chain reaction (PCR; Weisburg et al. 1991) with some modifications. For this purpose, DNA
was extracted from bacterial enrichments using QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. The yield of DNA was quantified
photometrically at 260 nm. The PCR mixture of 25 pL for each sample contained 0.4 pM of
each primer (forward: 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’, reverse: 5-AAG GAG GTG
ATC CAG CC-3’; synthesised by Eurofins MWG, Ebersberg, Germany), 0.4 mM each dNTP,
1.5 mM MgCl,, 1x Immobuffer, up to 200 ng of genomic bacterial DNA and 0.5 U Immolase
(all Fermentas, St. Leon-Roth, Germany). Subsequently, the PCR products were subjected
to 1% agarose gel electrophoresis containing ethidium bromide and extracted from the gel
using Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Stratec, Berlin, Germany) following the
manufacturer’s instructions. Sequencing of the PCR products (GATC Biotech, Konstanz,
Germany) with forward and reverse primers provided specific sequence information.
Comparison of the overlapped sequences with the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) database revealed the homology of the specific bacterial strains.

Isolation and culture of endometrial epithelial cells

All media, antibiotics and serum were purchased from Biochrom (Berlin, Germany).
Endometrial epithelial cells were isolated and cultured as described previously (Betts and
Hansen 1992) with some modifications. Briefly, bovine uteri were collected from non-

pregnant cows at a local slaughterhouse within 15 min of death, placed on ice and
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transported to the laboratory. Only uteri with no visible signs of inflammation were used for
the isolation of endometrial cells. Isolated cells were suspended in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F-12 medium containing 10% fetal bovine serum (FBS), 55
ug mL™" gentamicin and 1.4 yg mL™" amphotericin B. The cell suspension was incubated in
25-cm? culture flasks for 18 h to allow a selective attachment of stromal cells. After this time,
the cell suspension was removed and re-seeded to get a pure epithelial cell population
(Sheldon et al. 2010). Cells were cultured at 37°C and 5% CO, in a humidified incubator. The
morphology of the cells was used to distinguish between epithelial and stromal cells (Fortier
et al. 1988). To prove cell type and purity of epithelial cells, immunocytochemistry against
pan-keratins was performed as described previously (Miessen et al. 2012). 100% pure

epithelial cell culture was observed in the second passage.

Co-culturing of endometrial cells with isolated bacteria

A standard in vitro endometrial epithelial cell-culture model simulating a bacterial infection
was adapted to our laboratory (Kim et al. 1994). Endometrial epithelial cells were cultured in
cell-culture flasks (Corning, Corning, NY, USA) until they reached confluence in the first
passage. Then they were seeded in 24-well plates (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Germany) at a density of 8 x 10* cells in 500 uL medium for viability assay and in 6-well
plates (Greiner Bio-One) with 3 x 10° cells in 4 mL medium for mRNA expression analysis.
Epithelial cells were cultured in the second passage until confluence, prepared for co-
culturing by removing the medium and washing twice with Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (PBS; PAA, Cdlbe, Germany). Several bacterial strains were tested in preliminary
experiments. The bacteria from the glycerol stocks were grown for 24 h in LB broth
(according to Luria and Bertani; Carl Roth, Karlsruhe, Germany) or MRS broth at 37°C,
harvested by centrifugation at 3800g for 10 min at 20°C, washed once with PBS to remove
toxins, resuspended in LB broth containing 20% glycerol or in PBS, respectively, and stored
at —80°C. Plate counting on LB agar (Carl Roth) or MRS agar after thawing was used to
determine the number of colony forming units (CFU) mL™". For co-culturing with epithelial
cells, bacteria were thawed and diluted in epithelial cell culture medium without antibiotics for

the required concentrations as described below in detail for the different assays.

Viability assay

Different isolated bacterial species were co-cultured with endometrial epithelial cells for up to
48 h to examine their influence on the viability of epithelial cells. Bacteria were added to
epithelial cells in the second passage in fresh medium free of antibiotics in different
multiplicities of infection (MOI = 1, 5 and 10). After 24 and 48 h, the medium was aspirated

and washed twice with PBS. Dead cells were stained with a 1:1 mixture of 0.5% (w/v)
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Trypan blue (Serva, Heidelberg, Germany) and PBS. Several optical fields were considered
and pictures were taken with the microscope (100x magnification, Axiovert 25; Carl Zeiss,
Gottingen, Germany). Cells cultured with the same medium but without bacteria served as
controls. Each experiment was performed with epithelial cells isolated from three different

COWS.

Messenger RNA expression in co-cultured endometrial epithelial cells

A bacterial strain that appeared to be potentially pathogenic based on the results of the
viability assay was selected for studying short-term effects on epithelial cells. Therefore, co-
culturing was performed for up to 6 h to reveal the mRNA expression pattern of pro-
inflammatory factors in the co-cultured epithelial cells. Epithelial cells from five different cows
in the second passage were co-cultured with the selected strain in MOI 1, 5 and 10 in
epithelial cell culture medium without antibiotics. Untreated cells served as controls. After 2,
4 and 6 h, the medium was removed, cells were washed twice with PBS and lysed with lysis
buffer TR (Stratec). Control cells were also lysed at 0 h. The lysates were stored at —-80°C
until further use. In addition, the viability of the epithelial cells was monitored by Trypan blue

staining as mentioned above after 2, 4 and 6 h of co-culture.

Extraction of total RNA and reverse transcription
Total RNA was isolated from in vivo endometrial cell samples using RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen) following the manufacturer’s instructions with slight modifications. The lysis buffer
was directly added to each cytobrush and subsequently mixed thoroughly to disrupt the cells.
After removing the cytobrush with clean forceps, the subsequent procedure was performed
according to the manufacturer's protocol. Lysed co-cultured endometrial cells from in vitro
experiments were subjected to KingFisher Flex (Thermo Scientific, Langenselbold, Germany)
for total RNA extraction using InviMag Universal RNA Kit (Stratec) following the
manufacturer’s instructions. RNA concentration was measured photometrically at 260 nm
and total RNA was stored at —80°C. Quality and integrity of the extracted RNA was verified
using the Agilent 2100 Bioanalyzer (RNA 6000 Nano Chip; Agilent, Waldbronn, Germany).
Reverse transcription (RT) of RNA was performed as described previously (Odau et
al. 2006). In brief, 0.5 pg of total RNA was treated with DNAse. Complementary DNA was
synthesised using 2.5 yM random hexamers, 0.66 mM each dNTP, 1x RT buffer and 200 U
RevertAid reverse transcriptase (all Fermentas) in a total volume of 60 pL. The generated
cDNA served as template for real-time PCR and was stored at —20°C until use. Negative
controls omitting the reverse transcriptase served to monitor the absence of any genomic

DNA or contaminations.
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Real-time PCR

Messenger RNA expression of pro-inflammatory factors in in vivo endometrial samples and
in vitro co-cultured endometrial epithelial cells was quantified by performing SYBR Green |
real-time PCR using the Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, Vic., Australia) as
described in detail (Odau et al. 2006). In brief, real-time PCR was performed following the
minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments (MIQE)
guidelines (Bustin et al. 2009) with 1 yL cDNA, 0.4 uM of each primer (details are given in
Table 1; synthesised by Eurofins MWG) and 1x SensiMix Low-ROX (Bioline, Luckenwalde,
Germany) in a total volume of 10 pL. Cycling conditions were as follows: 10 min at 95°C, 45
cycles of 15 s at 95°C, 20 s at the indicated annealing temperature (Table 1) and 30 s at
72°C. Specific amplification was confirmed by melting-point analysis. Serial dilutions of PCR
products with known concentrations generated in a conventional PCR served as a standard.
The content of MRNA of the selected factors was calculated using the standard curves and
Rotor Gene 6.1 software (Corbett Research). Amplicon identity was confirmed by

commercial sequencing (GATC Biotech).

Statistical analysis

Gene expression of in vivo and in vitro samples was normalised with the corresponding
normalisation factor calculated with the expression of reference genes (in vivo: suppressor of
zeste 12 homologue (SUZ12) and 18S rRNA; in vitro: B actin (ACTB); succinate
dehydrogenase complex, subunit A (SDHA) and glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH); Table 2) by geNorm (Vandesompele et al. 2002). Normalised data
was used for statistical analysis and for the generation of bar charts.

Normalised values obtained from endometrial samples harvested at the farm on Days
24-30 postpartum were analysed by Mann—-Whitney U test. In this statistical test, samples
from cows with healthy endometrium were compared with samples obtained from cows with
clinical or subclinical endometritis. Bars represent mean * s.e.m. from the data of 10 cows
per group.

Bar charts for the data from in vitro samples were generated setting the expression in
control cells at 0 h to equal 1. The expression in controls and treatments at each point in time
was calculated in relation to this value. Bars represent the mean * s.e.m. (n = 5). Analysis of
normalised means obtained from cell-culture samples were performed using the Wilcoxon
signed-rank test by comparing each MOI with the control at the same point in time.

All statistical calculations were performed with SPSS version 20 (SPSS, Chicago, IL,

USA). P values <0.5 were considered as significant.
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Results
Analysis of healthy and inflamed bovine endometrial samples collected in vivo

Classification of the sampled cows into stages of the oestrous cycle

Observations from palpation of the uterus per rectum and ultrasonography were used
to classify the cows at the dairy farm: 21 animals were in the luteal phase (corpus luteum
detected) and nine cows were non-cyclic previous to their first oestrous phase after
parturition (neither Graafian follicle nor corpus luteum). The observed hormonal status on
Days 24-30 postpartum did not influence the mRNA expression pattern of all investigated

factors in the endometrial epithelium (data not shown).

Expression of CXCL1/2, -3 and CXCR2 mRNA

The sequences for CXCL1 and CXCL2 are 99% homologous. Therefore, the primers
named CXCL1/2 were specific for CXCL1 as well as for CXCL2. The sequences for the
amplicons obtained were 100% homologous to CXCL1 and CXCL2. Expression of CXCL1/2
and -3 mRNA was observed in healthy and inflamed endometrial epithelium samples
collected on Days 24-30 postpartum with significant differences between uterine health
status. In detail, cows with clinical endometritis showed a 10-fold higher mean expression of
CXCL1/2 compared with healthy cows, but statistical significance was not reached (P = 0.07;
Fig. 1a). In contrast, a significant difference of CXCL1/2 mRNA expression (~5-fold) was
observed between cows with subclinical endometritis and healthy ones. Only cows with
clinical endometritis showed statistical difference in CXCL3 mRNA expression compared with
samples from healthy cows (P = 0.004; ~2-fold; Fig. 1b).

Messenger RNA for the corresponding receptor for CXCL1-3, CXCR2, was detected
in all samples with differences according to health status. Cows with subclinical endometritis
showed on average a 5-fold higher expression of CXCR2 mRNA than healthy cows (P =
0.004; Fig. 1¢). In addition, CXCR2 mRNA expression was ~30-fold higher in the samples of
cows with clinical endometritis compared with healthy samples, but failed to reach statistical

significance.

Expression of TLR2, TLR4 and TLR6 mRNA

In the bovine luminal endometrial epithelium, transcripts of TLR2, -4 and -6 were
detected. The absolute expression of TLR2 was low in samples collected on Days 24-30
postpartum independently from health status of the cows (Fig. 2a). In some samples, TLR2
expression was below the detection limit. TLR4 mRNA expression of cows with subclinical
and clinical endometritis was around 2-fold and 5-fold higher than healthy cows, respectively,
with great inter-individual variations. A significant difference in TLR4 expression was not
detected (Fig. 2b). TLR6 mRNA expression was at a low level in endometrial samples from

cows with different health status and did not differ between these three groups (Fig. 2¢).
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Bacteriology of bovine uterine samples

Uterine cytobrush samples were taken from 39 healthy lactating Holstein—Friesian cows for
in vitro studies. Five samples were negative under acidic growth conditions for bacterial
culture; in 34 samples bacteria were detected. Only one bacterial species could be isolated
from 13 samples and in 26 cytobrush samples two or more bacterial species were isolated.
Sequencing of 16S rDNA amplicons of the isolates revealed the presence of different
potentially pathogenic and non-pathogenic bacterial species in the bovine uterus. Several
Gram-positive lactic acid bacteria like Weissella spp., Aerococcus spp. and Pediococcus sp.
were detected. Gram- and catalase-positive bacilli, staphylococci and corynebacteria were
also identified. In detail, the sequences obtained from three isolates showed the following
high homologies to sequences available in the database: 99% to Bacillus pumilus, 99% to
Staphylococcus succinus and 98% to Weissella paramesenteroides. Therefore, the bacterial
strains obtained will be named according to their homologous sequences in the following

sections.

Viability assay

Co-culture experiments with bovine endometrial epithelial cells were performed with the three
isolates — B. pumilus, St. succinus and W. paramesenteroides — for 24—48 h to examine their
influence on the viability of the co-cultured epithelial cells. More than 95% of endometrial
epithelial cells in co-culture with B. pumilus in MOI 1 (Fig. 3a), 5 (Fig. 3b) and 10 (Fig. 3c)
showed violet staining by Trypan blue within 24 h, which is a sign for dead cells, compared
with controls cultured without bacteria (Fig. 3f). In addition, epithelial cells detached from the
bottom of the culture plates. However, epithelial cells were still alive (>95%) after co-culture
with B. pumilus in MOl 1-10 up to 6 h without a difference in the proportion of dead cells
compared with controls (data not shown).

Almost all cells died in co-culture with St. succinus in all MOI within 24 h (Fig. 3d), but
the epithelial cells were still connected to the bottom of the culture plates in contrast to
B. pumilus. However, the percentage of dead epithelial cells (<5%) was similar to the control
(Fig. 3f) in co-culture with W. paramesenteroides in MOI 1 (Fig. 3e), 5 and 10 after 24 h and
48 h.

B. pumilus showed the most destructive characteristics in co-culture with endometrial
epithelial cells in comparison with St. succinus and W. paramesenteroides after 24 h.
Therefore, B. pumilus was selected for further in vitro experiments to detect first reactions of

endometrial epithelial cells in co-culture with this potentially pathogenic bacterium.
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Expression of selected candidate gene mRNA in endometrial epithelial cells co-cultured with

B. pumilus in vitro

Expression of IL1A, IL6 and IL8 mRNA

A 10-fold higher IL1A mRNA expression was observed in endometrial cells co-
cultured with B. pumilus in all MOI after 2 h in comparison with untreated cells (P < 0.05; Fig.
4a). The IL1A mRNA expression decreased to around 5-fold higher expression in co-cultured
cells after 4 h, again reaching a high level (~13-fold) after 6 h compared with control cells.

Endometrial epithelial cells showed a significantly higher IL6 mRNA expression in co-
culture with B. pumilus in all MOI after 2—6 h compared with untreated cells (Fig. 4b). IL6
MRNA expression was increased for MOl 5 and 10 independent of time of co-culture but
there were great variations between the individual animals. The numerically highest IL6
expression was observed for MOI 1 after 2 h.

IL8 mRNA was present in untreated as well as in co-cultured cells (Fig. 4c). An
expression pattern similar to IL1A was detected with a maximum IL8 expression in all MOI
after 2 h, a decline after 4 h and a slight increase after 6 h (P < 0.05).

CXCL1/2, CXCL3 and CXCR2 mRNA expression

Significant differences in CXCL1/2 expression were detected in bovine endometrial
epithelial cells co-cultured with B. pumilus compared with control cells (Fig. 5a). The
expression of CXCL1/2 was highest in endometrial cells in the presence of B. pumilus in all
MOI (about 10-fold; P < 0.05) after 2 h compared with 4 h and 6 h. However, endometrial
cells co-cultured with B. pumilus in MOI 5 and 10 showed an only 2—-3-fold higher expression
after 4 h compared with the controls (P < 0.05). Two hours later, differences in CXCL1/2
MRNA expression between co-cultured and untreated endometrial epithelial cells in all MOI
again reached a higher level (about 6-fold; P < 0.05).

In addition, the presence of B. pumilus influenced CXCL3 mRNA expression in
endometrial epithelial cells (Fig. 5b). CXCL3 expression was about 9-fold higher in co-
cultured cells after 2 h compared with control cells (P < 0.05). Although CXCL3 expression
was numerically higher after 4 h in cells treated with B. pumilus, the difference was not
significant. After 6 h, an approximately 5-fold higher significant expression was observed in
co-cultured cells compared with control cells.

CXCR2 expression was not detected in bovine endometrial epithelial cells

independently of the status of co-culture and time (data not shown).

Expression of PTGS2 mRNA
The PTGS2 expression pattern was rather similar to IL6 (Fig. 5¢). PTGS2 expression

was high at all times in endometrial cells co-cultured with B. pumilus compared with
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untreated control cells (P < 0.05). The highest difference in PTGS2 expression between co-
cultured and untreated cells was observed after 6 h (about 8-fold). In untreated cells, an
increase of the PTGS2 mRNA expression was observed after 2 h compared with 0 h and
decreased thereafter (4 h and 6 h).

Expression of TLR2 and TLR6 mRNA

TLR2 and TLR6 expression was observed in untreated as well as in co-cultured
endometrial cells up to 6 h (Fig. 6a, b). A significantly higher TLR2 expression was only
detected after 4 h in MOI 10 and after 6 h in MOI 5 compared with controls at the same point
in time. TLR6 expression did not differ significantly between endometrial epithelial cells co-
cultured with B. pumilus and cells without bacteria, but slightly decreased in MOI 5 and 10
after 6 h.

Discussion

After parturition, invasion of aerobic and anaerobic bacteria in the uterus is common in dairy
cattle (Singh et al. 2008). The endometrial epithelium is the first line of the immune response
against invading bacteria by recognising them with Toll-like receptors (Davies et al. 2008).
Findings in the present study support this concept. TLR2, -4 and -6 were expressed in
endometrial samples from cows with different health status and in cultured endometrial
epithelial cells (TLR2 and -6). This is in accordance with a previous study that showed that
bovine endometrial epithelial and stromal cells are able to detect and respond to bacterial
lipopeptides with TLR1, -2 and -6 (Turner et al. 2014). Cronin et al. (2012) reported that
TLR4 is essential for the response of bovine endometrial epithelial and stromal cells to LPS.
Furthermore, Silva et al. (2012) described the ability of the bovine endometrium to respond to
abortive agents during pregnancy by expression of TLRs.

The next step in the immune response is the secretion of chemokines by endometrial
epithelial cells to attract PMN to the site of infection (LeBlanc 2012). In the last decade,
CXCL chemokines in addition to IL8 have gained in importance to immunological studies of
the endometrium in humans and animals (Sentman et al. 2004; Imakawa et al. 2006;
Mokhtar et al. 2010; Baston-Bust et al. 2013; Gong et al. 2014). In the present study,
significantly higher mRNA expression of the ligands CXCL1-3 and their corresponding
receptor CXCR2 was detected in cows with an inflamed endometrium compared with healthy
cows. Similar expression changes were observed in human studies. A higher CXCL1
expression was described in vivo and in vitro in endometrial epithelial cells of women with
chronic endometritis compared with healthy endometrium (Kitaya and Yasuo 2010).
Furthermore, increased expression of CXCL2 in human decidual cells was observed after
pro-inflammatory stimulation (Huang et al. 2006). In the present study, a significantly higher

CXCL1/2 and CXCR2 expression was only found in cows with subclinical endometritis,
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indicating that these chemokines might be potential markers for subclinical endometritis. In
contrast, CXCL3 might be an indicator for clinical endometritis.

In vitro experiments were performed to simulate a bacterial infection with the isolated
St. succinus, W. paramesenteroides and B. pumilus, bacterial species not known as
endometrial pathogens. Common pathogens associated with clinical endometritis such as
E. coli and T. pyogenes seem to play a minor role in subclinical endometritis (Sens and
Heuwieser 2013), thus further studies are required to detect lesser-known bacterial species
that may be involved in the development of subclinical endometritis. In the present study,
viability assays with bovine endometrial epithelial cells revealed cytotoxic capabilities of
B. pumilus. This bacterium is a ubiquitous soil organism and is also found in the inner tissues
of plants (Logan and De Vos 2009). In addition, B. pumilus is part of the microbiota in the
gastrointestinal tract of humans, broilers and cattle (Barbosa et al. 2005; Fakhry et al. 2008;
Rafii et al. 2009). Previous studies have demonstrated the presence of Bacillus spp. in the
bovine postpartum uterus (Hussain et al. 1990; Bonnett et al. 1991; Dolezel et al. 2010).
Moreover, B. pumilus was isolated from the cervico—vaginal mucus or uterus of normal fertile
and repeat-breeder cows (Panangala et al. 1978; Messier et al. 1984). But up to now,
B. pumilus was not known as a potentially pathogenic bacterial species concerning
endometritis. B. pumilus seems to have opportunistic facilities i.e. it is not an obligate
pathogen, but can take advantage when the host’s resistance is lowered. This is the case in
an in vitro system in the absence of immune cells. Previous studies support the hypothesis of
the pathogenic potential of B. pumilus in cattle. Cytotoxic substances produced by B. pumilus
were isolated from mastitic cow milk (Nieminen et al. 2007) and from tissue of a cow that
died of septicaemia (Hare et al. 2008). Furthermore, in humans B. pumilus was occasionally
implicated in cases of foodborne illness (Suominen et al. 2001; From et al. 2007) and in
infections of immunocompromised patients (Logan 2012).

Increased expression of CXCL1/2 and -3 in co-cultured endometrial epithelial cells
was induced by the presence of B. pumilus in all MOI after 2 h. This peak of expression in
co-cultured cells may be interpreted as a very early reaction of the endometrial cells to this
inflammatory stimulus for attracting PMN. Also in mice, higher CXCL1 expression was shown
in endometrial epithelial and stromal cells after stimulation with LPS purified from E. coli
(Sheldon and Roberts 2010). As expected, CXCR2 was not detected in the co-cultured
endometrial epithelial cells because of the absence of immune cells, indicating that the
observed immune response was independent of immune cells.

A similar time course to the CXCL1/2 and -3 expression was observed for the mRNA
expression of IL1A and IL8 in co-cultured cells with peak expression after 2 h. The pro-

inflammatory cytokine IL1A plays a central role in the inflammatory process, thus the early
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reaction of bovine endometrial cells to B. pumilus by producing IL1A could be expected
(Dinarello et al. 2012). These findings are consistent with previous studies. IL1A expression
was increased 1 week postpartum in four cows with persistent endometritis that failed to
conceive compared with four healthy fertile cows (Herath et al. 2009a). Furthermore, IL1A
expression was higher in endometrial samples from cows with clinical and subclinical
endometritis compared with healthy cows 3 weeks postpartum (Gabler et al. 2009). In
addition to the role in inflammatory processes in the bovine uterus, previous studies showed
luteotrophic facilities of IL1A during the luteal phase of the oestrous cycle by promoting the
release of prostaglandin E, (PGE,; Tanikawa et al. 2005; Majewska et al. 2010).

IL8 is an important chemoattractant for neutrophils (Nomiyama et al. 2010). Rapid
production of IL8 by the endometrium contributes to the bacterial clearance in the postpartum
period. Previous studies have shown that IL8 expression is increased in cows with severe
uterine inflammation 2 weeks postpartum compared with healthy cows (Chapwanya et al.
2009; Gabler et al. 2010) and in cows with subclinical and clinical endometritis 3 weeks
postpartum (Fischer et al. 2010). The possibility of predicting subclinical endometritis in cows
by measuring IL8 gene expression was reported underlining the importance of IL8 during
inflammatory processes of the endometrium (Ghasemi et al. 2012). Sheldon et al. (2010)
showed that endometrial epithelial cells treated with LPS purified from the endometrial
pathogen E. coli produced more IL8 compared with non-pathogenic E. coli.

IL6 is mainly produced by macrophages and monocytes (Bell et al. 2004) and acts as
an activator of acute-phase responses and as a lymphocyte stimulatory factor. Higher IL6
expression was observed in samples from inflamed bovine endometrium 2 weeks
postpartum compared with healthy controls (Chapwanya et al. 2009; Gabler et al. 2010). In
contrast to these findings, no significant difference in IL6 expression was detected in
endometrial samples from healthy, subclinical and clinical endometritic cows 3 weeks
postpartum (Fischer et al. 2010). In the present study, IL6 was expressed in endometrial
epithelial cells at a high level during co-culture with B. pumilus. The increased expression of
this common pro-inflammatory factor is in accordance with the higher IL6 expression in
bovine endometrial epithelial cells stimulated with E. coli (Chapwanya et al. 2013). In that
trial, IL6 expression was decreasing after 24 h, indicating that IL6 represents an early
reaction of the bovine endometrium to bacterial infection. Further studies reported that
MRNA or protein expression of IL1B, IL6 and IL8 was increased in endometrial epithelial
cells treated with LPS (Cronin et al. 2012), E. coli or T. pyogenes (Borges et al. 2012). These
findings and our results indicate that not only pathogenic but also potentially pathogenic
bacteria stimulate the uterine immune response.

PTGS2 is a key enzyme in the production of prostaglandin F,, (PGF) and
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prostaglandin E, (PGE,) (Fortier et al. 2008). Increased PTGS2 expression was observed in
endometrial cells stimulated by E. coli or LPS (Herath et al. 2006). Our results are consistent
with these findings. Bovine endometrial epithelial cells showed a high level of PTGS2
expression in all MOI all the time. A previous study showed an increased PGE, synthesis in
collected cytobrush samples from cows with subclinical and clinical endometritis as well as
PGF., in clinical endometritic cows (Baranski et al. 2013). Furthermore, a switch from PGF,
to PGE, release by endometrial cells was detected after stimulation with LPS (Herath et al.
2009b). This mechanism is assumed to cause prolonged luteal phases after uterine
infections (Sheldon et al. 2009b). Further research is required to elucidate if these
mechanisms can also be induced by other toxins produced by bacteria, e.g. by B. pumilus.

In conclusion, the transcript amounts of CXCL1/2 and their receptor CXCR2 was
higher in endometrial samples of cows with subclinical endometritis and of CXCL3 in clinical
endometritic cows compared with samples from a healthy endometrium. This in vivo
observation suggests that these factors are involved in an inflammatory response caused by
bacteria. This was confirmed by in vitro findings. Bovine endometrial epithelial cells showed
an increased mRNA expression of PMN-attracting factors (CXCL1-3, CXCR2 and IL8) as
well as pro-inflammatory factors (IL1A, IL6 and PTGS2) in up to 6 h of co-culture with an
isolated B. pumilus. These results suggest that not only pathogens but also potential
pathogens and opportunistic contaminants may play a role in the inflammatory stimulation of
endometrial cells. In addition, this supports the hypothesis that the endometrium has the
ability to react promptly to bacterial infections in a first immune response. Further studies are

required to verify these in vitro findings in vivo.
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Table 1.

Selected gene transcripts, primer sequences and annealing temperatures used for

real-time RT-PCR with resulting amplicon length

Gene Primer sequence Reference Fragment size (bp) Annealing temperature
F: 5-GAC CTT GCA GGG GAT TCA CCT C-3
CXcL1/2 NM_174299 125 60°C
R: 5-CGG GGT TGA GAC ACA CTT CCT G-3’
F: 5-GCC ATT GCC TGC AAA CTT-3
CXCL3 NM_001046513 189 56°C
R: 5-TGC TGC CCT TGT TTA GCA-3’
F: 5-AAC AGA CTC TGC CCC ATG TC-3
CXCR2 DQ328664 151 60°C
R: 5-AGT GAC AGA GCG ACC AAT CC-3
F: 5-TCA TCC ACC AGG AAT GCA TC-3’
IL1A Gabler et al. 300 59°C
R: 5-AGC CAT GCT TTT CCC AGA AG-3’ (2009)
F: 5-TCC AGA ACG AGT ATG AGG-3 i
IL6 Konnai et al. 236 56°C
R: 5-CAT CCG AAT AGC TCT CAG-3' (2003)
F: 5-CGA TGC CAA TGC ATA AAA AC-3 i
L8 Fischer et al. 153 56°C
R:5-CTT TTC CTT GGG GTT TAG GC-3' (2010)
F: 5-GTA CCC ATG ATG GAA TTG GC-3’
TLR2 NM_174197 446 60°C
R: 5-TGG CCA CTG ACA AGT TTC AG-3
F: 5-ACT GAG TTT CAG CTA CCA AGC C-3
TLR4 NM_174198 325 60°C
R: 5-AGG TTT GCA GAC TGA CTAAGC C-3
F: 5-GGA AAG CTA CAA GGG AAC CC-3
TLR6 NM_001001159 276 60°C
R: 5-ACC CAG GCA GAG TCATGT TC-3’
F:5-CTC TTC CTC CTG TGC CTG AT-3
PTGS2 Odau et al. 359 60°C
R: 5-CTG AGT ATC TTT GAC TGT GGG AG-3' (2006)
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Table 2. Selected gene transcripts, primer sequences and annealing temperatures used for
normalisation of real-time RT-PCR with resulting amplicon

Gene Primer sequence Reference Fragment size (bp) Annealing temperature
F: 5-GAG AAA CGG CTA CCA CAT CCA A-3
18S rRNA Oiggoeé)al' 337 61°C

R: 5-GAC ACT CAG CTAAGA GCATCG A-3

F: 5-GAA CAC CTATCACACACATTCTTG T-3  \alker ot al
suUz12 o : 359 60°C
R: 5-TAG AGG CGG TTG TGT CCA CT-3’ (2009)

F:5-CGG TGC CCA TCT ATG AGG-3’
ACTB AY141970 266 58°C
R: 5-GAT GGT GAT GAC CTG CCC-3’
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Fig. 1. Messenger RNA expression of (a) CXCL1/2, (b) CXCL3 and (¢) CXCR2 in bovine
endometrial epithelial samples collected from healthy cows and cows with subclinical or
clinical endometritis on Days 24-30 postpartum (n = 10 each). Values represent the mean
expression + s.e.m. normalised against the expression of SUZ12 and 18S rRNA. Asterisk

indicates significant difference (P < 0.05) compared to healthy cows.
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Fig. 2. Messenger RNA expression of (a) TLR2, (b) TLR4 and (¢) TLR6 in bovine
endometrial epithelial samples collected from healthy cows and cows with subclinical or
clinical endometritis on Days 24-30 postpartum (n = 10 each). Values represent the mean
expression + s.e.m. normalised against the expression of SUZ12 and 18S rRNA. Asterisk

indicates significant difference (P < 0.05) compared to healthy cows.
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Fig. 3. Trypan blue staining of endometrial epithelial cells after 24 h of co-culturing: (a)
epithelial cells co-cultured with B. pumilus in MOI 1; (b) epithelial cells co-cultured with
B. pumilus in MOI 5; (c) epithelial cells co-cultured with B. pumilus in MOI 10; (d) epithelial
cells co-cultured with St. succinus in MOl 1; (e) epithelial cells co-cultured with

W. paramesenteroides in MOI 1; (f) control. 100% magnification.
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Fig. 4. Messenger RNA expression of (a) IL1A, (b) IL6 and (c) IL8 in bovine endometrial
epithelial cells after co-culture with B. pumilus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n = 5
animals). The expression of each factor was expressed as the mean + s.e.m. relative to the
individual expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. All expressions were
scaled relative to the control cells at time 0 h whose expression was defined as 1; values of
each MOI were compared with the control at the same point in time. Asterisk indicates

significant difference (P < 0.05) compared to control cells.
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Fig. 5. Messenger RNA expression of (a) CXCL1/2, (b) CXCL3 and (¢) PTGS2 in bovine
endometrial epithelial cells after co-culture with B. pumilus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n
= 5). The expression of each factor was expressed as the mean + s.e.m. relative to the
individual expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. All expressions were
scaled relative to the control cells at time 0 h whose expression was defined as 1; values of
each MOI were compared with the control at the same point in time. Asterisk indicates

significant difference (P < 0.05) compared to control cells.
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Fig. 6. Messenger RNA expression of (a) TLR2 and (b) TLR6 in bovine endometrial
epithelial cells after co-culture with B. pumilus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n = 5). The
expression of each factor was expressed as the mean * s.e.m. relative to the individual
expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. All expressions were scaled
relative to the control cells at time 0 h whose expression was defined as 1; values of each
MOI were compared with the control at the same point in time. Asterisk indicates significant

difference (P < 0.05) compared to control cells.
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3.2 Detection and characterisation of Lactobacillus spp. in the
bovine uterus and their influence on bovine endometrial
epithelial cells in vitro
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Abstract

Bacterial infections and inflammation of the uterus are common in dairy cattle after parturi-
tion. In particular, pathogenic bacteria that cause endometritis have been the focus of re-
search in cattle reproduction in the last ten years. The aim of the present study was to
identify commensal lactobacilli in the bovine uterus and to examine their influence on the
synthesis of pro-inflammatory factors in bovine endometrial epithelial cells in vitro. Lactoba-
cillus species were isolated from healthy bovine uteri and further characterised. Bovine en-
dometrial epithelial cells in the second passage (n = 5 animals) were co-cultured with the
autochthonous isolates L. buchneri, L. ruminis and L. amylovorus as well as with a commer-
cially available L. vaginalis in different multiplicities of infection (MOl = 1, 5 and 10, respec-
tively). Endometrial epithelial cells cultured without bacteria served as controls. At distinct
points in time (2, 4 and 6 h) total RNA was extracted from co-cultured epithelial cells and
subjected to reverse transcription quantitative PCR of pro-inflammatory factors. Further-
more, the release of such factors by co-cultured epithelial cells was measured by ELISA or
EIA after 24 and 48 h. L. ruminis and L. amylovorus induced increased interleukin (IL) ILTA,
IL6, IL8 and prostaglandin-endoperoxide synthase 2 mRNA levels and the release of IL8
and prostaglandin F», in endometrial epithelial cells compared with control cells. In contrast,
L. buchneri did not significantly influence the expression and release of these factors. Toll-
like receptors 2 and 6 transcripts were found unchanged in co-cultured and untreated epi-
thelial cells in vitro. However, endometrial epithelial cells of each animal showed individual
differences in the response to bacterial load. These results suggest that Lactobacillus spe-
cies are present in the bovine uterus, revealing immunomodulatory properties.
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Introduction

Uterine bacterial invasion is common in dairy cattle after parturition. A wide range of different
bacteria were isolated from samples collected from the uterus. Many studies have focused on
pathogens such as Trueperella pyogenes, Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum, Prevo-
tella spp., Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. [1-4]. However, commensal bacteria such
as the genus Lactobacillus were detected in the uterus of cows, but not further investigated. Few
studies have mentioned the culture of lactobacilli from uterine samples of cows [5,6], but their
role in the uterine environment has not yet been elucidated. In the bovine vagina, the presence
of lactobacilli has been shown during the growth of healthy heifers [7] and during the luteal
phase of the oestrous cycle [8]. Lactobacilli are predominant in the human vaginal tract [9],
where they play a role in maintaining the vaginal ecosystem in a healthy status by producing
hydrogen peroxide, acetic and lactic acid and antibacterial molecules for a first defence against
bacteria [10-12].

Bacteria that ascend into the uterus are recognised by endometrial epithelial cells via Toll-
like receptors (TLRs). These proteins are able to detect pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) such as lipopolysaccharide (LPS) from Gram-negative bacteria and lipoteichoic acid
from Gram-positive bacteria [13]. This recognition of invading pathogens is the first step of
immune response of the endometrium followed by producing pro-inflammatory cytokines
such as interleukins and chemokines to attract polymorphonuclear neutrophils (PMNs) to the
uterine lumen for bacterial clearance [14]. Molecules involved in the inflammatory processes
in the endometrium include the cytokines interleukin 1 alpha (IL1A), IL6 and IL8 [15] and
prostaglandins whose production is under the regulation of prostaglandin-endoperoxide
synthase 2 (PTGS2) [16]. If the inflammation of the endometrium caused by bacterial infection
is excessive or persistent, it results in the development of uterine diseases [15]. It has been
shown that genital diseases have negative consequences for fertility by increasing the calving-
to-conception interval and reducing conception rates [14,17,18].

Several studies have demonstrated that cows with genital diseases showed enhanced expres-
sion of interleukins and PTGS2. Cows with subclinical and clinical endometritis revealed in-
creased mRNA expression of ILIA [19] and IL8 [20] in endometrial cytobrush samples
compared with healthy cows. Furthermore, cows with inflamed endometrium showed en-
hanced IL6, IL8 and PTGS2 expression around two weeks postpartum (pp) compared with
healthy endometrium [21,22]. The increased IL6 and IL8 expression in endometrial biopsies of
endometritic cows compared with healthy cows supports these findings [23]. The results of
these studies indicate that these interleukins as well as PTGS2 are involved in the immune re-
sponse in inflammatory endometrial diseases.

The hypothesis of increased expression of interleukins and PTGS2 in cows with endometri-
tis caused by a bacterial infection is supported by in vitro studies of endometrial cells co-cul-
tured with pathogenic bacteria. Higher IL8 expression was observed after treatment of
endometrial epithelial cells with LPS purified from endometrial pathogenic E. coli [24]. Addi-
tionally, PTGS2 was more highly expressed in bovine endometrial epithelial cells after stimula-
tion with E. coli or LPS compared with control cells [16]. Not only pathogenic bacteria, but also
commensal bacteria have been shown to upregulate pro-inflammatory factors. L. rhamnosus
and L. reuteri increased IL1A expression in human vaginal epithelial cells [25], and IL6 as well
as IL8 production by peripheral blood mononuclear cells was induced by L. fermentum and L.
salivarius [26].

In contrast to the human or bovine vagina, lactobacilli have not been in the focus of studies
concerning the bovine uterus so far and their role in the endometrial microbiota is unclear.
Therefore, the aim of this study was to isolate and characterise lactobacilli from the bovine
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uterus and to examine their influence on the expression and production of pro-inflammatory
factors in bovine endometrial epithelial cells in vitro.

Materials and Methods
Isolation and culturing of Lactobacillus species

Cows were kept on two commercial dairy farms in freestall facilities in the state of Brandenburg
(Germany) in accordance with the guidelines of the National Animal Welfare Legislation, and
the local animal welfare officer (Berlin, Germany) approved the study. These bacterial samples
from the dairy farm cows were taken by professional veterinarians as part of routine diagnos-
tics. For this reason, no ethics committee approval is necessary because such an approach did
not lead to any additional pain or discomfort-inducing manipulations for the cows during the
entire study. The procedure of taking cytobrush samples from the uterus is similar to artificial
insemination. Therefore, no sedation or local anaesthesia was applied. None of these cows had
to be sacrificed because of the sampling.

Non-pregnant animals without signs of genital diseases were chosen for this study. Bacterio-
logical samples of the endometrium were collected from 11 cows 40 to 90 days pp. One sample
from each cow was taken using the cytobrush technique as described previously with slight
modifications [27]. A sterile brush (Cytobrush Plus GT, Medscand Medical, Malmo, Sweden)
was covered with a metallic catheter. To protect the cytobrush from vaginal and external con-
taminations, the catheter was enveloped by a sanitary plastic sleeve. The catheter was placed
via the cervix into the uterine body and the sleeve was retracted followed by gently pushing the
cytobrush into the uterine lumen. A bacterial sample was taken by rolling the cytobrush in con-
tact with the uterine wall. The samples were stored in MRS broth (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) and transported to the laboratory at room temperature. Samples were cultured aero-
bically on Rogosa SL agar and LBS agar (both Sigma-Aldrich) at 37°C for up to 72 h to detect
lactobacilli. Bacteria of single colonies were picked and subsequently grown in MRS broth fol-
lowed by streaking on agar plates. This was repeated three times. Bacteria were plated on blood
agar (Merck, Darmstadt, Germany) to ensure the purity of the bacterial strains. All isolates
were stored at -80°C in 15% glycerol until further experiments.

Characterisation of isolated bacteria

Bacterial species were identified by the characteristics of Gram stain, colony morphology, cata-
lase reaction, nitrate reduction and indole production. For a first screening, a PCR with Lacto-
bacillus-specific primers [28] based on the ribosomal ribonucleic acid (rRNA) gene was
performed. Briefly, the forward primer was based on the flanking terminal sequence of the 16S
rRNA gene (5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3’). The sequence of the 16S to 23S ribo-
somal RNA intergenic spacer region of L. acidophilus starting at position 70 was used as reverse
primer (5-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3’). Both primers were synthesised by Euro-
fins MWG (Ebersberg, Germany). A single colony of each isolate plated on MRS agar was pick-
ed and cultured in MRS broth for 24 h. The grown bacterial suspension was diluted 10x with
TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) and stored at 4°C until use. PCR amplifica-
tions were performed in a thermocycler with a 25 pl total volume containing 0.4 uM of each
primer, 0.4 mM each dNTP, 3 mM MgCl,, 1x Immobuffer, 0.5 U Immolase (all Fermentas,

St. Leon-Roth, Germany) and 5 pl of the diluted bacterial suspension mentioned above. Cycling
conditions were as follows: 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at
55°C and 1 min at 72°C, and a 3 min final extension step at 72°C. PCR amplicons were ana-
lysed by 2% agarose gel electrophoresis containing ethidium bromide. An approximately

250 bp long PCR product was obtained.
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Bacteria with amplicons obtained in this PCR approach were used for characterisation of ex-
tended products by sequencing. For that, DNA was extracted from 24 h bacterial cultures in
MRS broth by using a QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the man-
ufacturer’s instructions. Isolated DNA was quantified spectrophotometrically at a wavelength
of 260 nm and subjected to a PCR using phylogenetic 16S rDNA primers [29]. Briefly, the reac-
tion mixture mentioned above was used except for 1.5 mM MgCl, and 200 ng of genomic bac-
terial DNA (primer for: 5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’, primer rev: 5-AAG GAG
GTG ATC CAG CC-3’; synthesised by Eurofins MWG). Amplification of DNA fragments was
performed as follows: 10 min at 95°C, 35 cycles of 95°C for 2 min, 42°C for 30 s and 72°C for
4 min, followed by a final elongation step at 72°C for 20 min. The PCR amplicons were sub-
jected to 1% agarose gel electrophoresis containing ethidium bromide and extracted from the
gel using an Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Stratec, Berlin, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. The forward and reverse sequences of the PCR products were ob-
tained (GATC Biotech, Konstanz, Germany) followed by comparing the resulting sequences
with the NCBI database to obtain the specific bacterial strain sequence information.

Isolation and culture of endometrial epithelial cells

All media, antibiotics and serum used for cell culture were supplied by Biochrom (Berlin, Ger-
many). Isolation of bovine endometrial epithelial cells was performed as described previously
[30] with slight modifications. Briefly, bovine uteri were collected from healthy, non-pregnant
cows at a local slaughterhouse (Schlachtbetrieb GmbH Perleberg, Perleberg, Germany) approx-
imately 15 min after death. For that, permission from the slaughterhouse to collect the uteri
was obtained. The cows were slaughtered by the staff of the slaughterhouse according to stan-
dard procedures. Uteri were transported on ice to the laboratory. Pieces of the endometrium
were dissected, minced very finely and placed into 25 ml of Hanks’ Balanced Salt Solution
(HBSS) containing 150 U/ml collagenase (Sigma-Aldrich), 150 U/ml hyaluronidase (Sigma-Al-
drich), 200 U/ml penicillin and 200 pg/ml streptomycin for incubation at 37°C with mild agita-
tion for 2 h. After one washing and trituration step, cells were suspended in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F-12 medium containing 10% fetal bovine serum
(FBS) superior, 55 pg/ml gentamicin and 1.4 pg/ml amphotericin B. The cells were plated in

25 cm? culture flasks (Corning, Corning, USA) for 18 h, which allowed selective attachment of
stromal cells. An epithelial cell culture was obtained by removing and reseeding the suspension
after this time [24]. Immunocytochemistry against pan-keratins was performed for proofing of
cell type and purity of epithelial cells as described previously [31]. Cells were incubated at 37°C
and 5% CO, in a humidified atmosphere. Epithelial cell populations of the second passage with
not more than 5% stromal cell contamination were used for further experiments.

Co-culture of endometrial epithelial cells with different Lactobacillus
species

Bovine endometrial epithelial cells were cultured in the first passage until reaching confluency.
Then they were seeded in 24-well plates (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) in a
density of 8 x 10" cells in 500 pl medium for viability assay, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) or enzyme immunoassay (EIA) as well as in 6-well plates (Greiner Bio-One)
with 3 x 10° cells in 4 ml medium for mRNA expression analysis. After reaching confluency in
the second passage, the medium was removed and cells were washed twice with Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (PBS; PAA, Colbe, Germany).

Isolated lactobacilli and L. vaginalis (purchased from Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany) were prepared for co-culturing with

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0119793 March 24, 2015 4/20

58



DARSTELLUNG DER VEROFFENTLICHTEN ARBEITEN

©'PLOS | oxe

Lactobacilli spp. in the Bovine Endometrium

endometrial epithelial cells by growing in MRS broth at 37°C for 48 h after storing in glycerol
at -80°C. Bacteria were harvested by centrifugation for 10 min at 3800 g, washed once with
PBS, resuspended in PBS and stored in aliquots at -80°C. The number of colony-forming units
(CFU)/ml in aliquots was determined by plate counting on MRS agar after thawing. For co-cul-
turing with epithelial cells, aliquots of lactobacilli were thawed and diluted in DMEM/Ham’s
F-12 medium without antibiotics in different multiplicities of infection (MOI = 1, 5 and 10, re-
spectively). Epithelial cells in wells with medium without bacteria served as controls. To detect
the influence on the viability of the cells, lactobacilli were co-cultured with epithelial cells for
up to 96 h. mRNA expression analysis was performed after up to 6 h of co-culturing. Up to

48 h after the beginning of co-culture, the release of pro-inflammatory factors by endometrial
epithelial cells was determined by ELISA or EIA.

Viability assay

After 72 and 96 h of co-culture, the medium was aspirated and epithelial cells were washed
twice with PBS. Cell viability was determined by trypan blue exclusion test [32]. Dead cells
were stained blue with a 1:1 mixture of 0.5% (w/v) trypan blue (Serva, Heidelberg, Germany)
and PBS. In addition, cell nuclei were stained with fluorescent DNA dyes [33]. A mixture of
ethidium bromide (10 mg/ml; Sigma Aldrich) and acridine orange (5 mg/ml; Sigma Aldrich)
in PBS was added to the washed epithelial cells and immediately observed using a fluorescence
microscope (Axiovert 35, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) with excitation by blue light
(wavelength 450-490 nm). Five different optical fields were considered and pictures were
taken. Epithelial cells cultured with the same medium without bacteria served as controls. Ex-
periments were conducted using epithelial cells isolated from five different animals.

Extraction of total RNA and reverse transcription after co-culturing

mRNA expression of pro-inflammatory factors was analysed in co-cultured endometrial epi-
thelial cells. For this purpose, the medium was removed after 2, 4 and 6 h of co-culture, and ep-
ithelial cells were washed twice with PBS and lysed with Lysis buffer TR (Stratec). Control cells
were also lysed at 0 h. The lysates were stored at -80°C until use. Total RNA was extracted from
the lysates by an InviMag Universal RNA Kit (Stratec) using the KingFisher Flex (Thermo Sci-
entific, Langenselbold, Germany) according to the manufacturer’s instructions. The yield of
total RNA was estimated spectrophotometrically at 260 nm and isolated RNA was stored at
-80°C. RNA quality and integrity was verified using the Agilent 2100 Bioanalyzer (RNA 6000
Nano Chip, Agilent, Waldbronn, Germany).

cDNA was synthesised out of 1 g of total RNA using 2.5 uM random hexamers, 0.66 mM
dNTPs, 1x RT buffer and 200 U RevertAid reverse transcriptase (all Fermentas) in a total vol-
ume of 60 pl [34]. Treatment with DNAse I (Fermentas) was performed before reverse tran-
scription to remove possible genomic DNA contaminations. The generated cDNA was stored
at -20°C until use. Reactions omitting the reverse transcriptase served as negative controls to
monitor the absence of any genomic DNA or contaminations.

Quantitative PCR

Quantitative PCR (qPCR) in the presence of SYBR Green I was performed using the Rotor
Gene 3000 (Corbett Research, Mortlake, Australia) as described in detail [34] following the
MIQE guidelines [35]. The 10 pl reaction mixture consisted of 1 ul cDNA, 1x SensiMix Low-
ROX (Bioline, Luckenwalde, Germany) and 0.4 uM of each primer (primer pairs are given in
Table 1; synthesised by Eurofins MWG). The following cycling conditions were performed:
10 min at 95°C, 45 cycles of 15 s at 95°C, 20 s at the indicated annealing temperature (Table 1)
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Table 1. Selected gene transcripts, primer sequences and annealing temperatures used for gPCR with resulting amplicon length.

Gene
IL1A

ILE6

iL8

PTGS2

TLR2

TLR6

ACTB

SDHA

GAPDH

Primer sequence

for 5-TCA TCC ACC AGG AAT GCA TC-3'
rev 5-AGC CAT GCT TTT CCC AGA AG-3'
for 5-TCC AGA ACG AGT ATG AGG-3'

rev 5'-CAT CCG AAT AGC TCT CAG-3'

for 5-CGA TGC CAA TGC ATA AAA AC-3'
rev 5-CTT TTC CTT GGG GTT TAG GC-3'
for 5-CTC TTC CTC CTG TGC CTG AT-3'
rev 5-CTG AGT ATC TTT GAC TGT GGG AG-3'
for 5-GTA CCC ATG ATG GAA TTG GC-3'
rev 5-TGG CCA CTG ACA AGT TTC AG-3'
for 5-GGA AAG CTA CAA GGG AAC CC-3'
rev 5-ACC CAG GCA GAG TCA TGT TC-3'
for 5-CGG TGC CCA TCT ATG AGG-3'

rev 5'-GAT GGT GAT GAC CTG CCC-3'

for 5-GGG AGG ACT TCA AGG AGA GG-3'
rev 5'-CTC CTC AGT AGG AGC GGA TG-3'
for 5'-CCC AGA AGA CTG TGG ATG G-3'
rev 5-AGT CGC AGG AGA CAA CCT G-3'

Reference Fragment size (bp) Annealing temperature
[19] 300 bp 59°C
[68] 236 bp 56°C
[20] 153 bp 56°C
[34] 359 bp 60°C
NM_174197 446 bp 60°C
NM_001001159 276 bp 60°C
AY141970 266 bp 58°C
BT030722 219 bp 60°C
uss042 306 bp 62°C

doi:10.1371/journal.pone.0119793.1001

and 30 s at 72°C. Melting point analysis of the amplified products confirmed specific amplifica-
tion. For mRNA quantification, a dilution series of PCR products with known concentrations
generated in a conventional PCR was amplified simultaneously with the samples as a standard.
Quantities of specific mRNA were calculated using the standard curves and Rotor Gene 6.1
software (Corbett Research). Amplicons were commercially sequenced (GATC Biotech) and
showed a 100% homology to known bovine sequences. For normalisation of mRNA expres-
sion, beta actin (ACTB), succinate dehydrogenase complex, subunit A (SDHA) and glyceralde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Table 1) were used as reference genes. These
selected reference genes were stably expressed.

ELISA and EIA

Supernatants of the co-culture of endometrial epithelial cells with isolated lactobacilli and L.
vaginalis were analysed for concentrations of IL6 and IL8 by ELISA, as well as of prostaglandin
F,, (PGF,,) and prostaglandin E, (PGE;) by EIA. Concentrations were measured after 24 and
48 h of co-culture using commercially available kits according to the manufacturer’s instruc-
tions [Bovine IL-6 Screening Set (Thermo Scientific); Human CXCL8/IL-8 DuoSet (R&D Sys-
tems, Wiesbaden, Germany); Prostaglandin F,, EIA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA); Prostaglandin E, EIA Kit (Cayman Chemical)]. Dilutions of the samples within the de-
tection range were used for each ELISA or EIA. Cross-reaction of the antibody pairs of Human
CXCL8/IL-8 DuoSet to bovine IL8 has previously been shown [36]. Cell culture supernatants
were centrifuged twice (400 g and 16,200 g for 5 min, respectively) after harvesting to remove
epithelial cells and bacteria. Supernatants were stored at -80°C until measurement. Each exper-
iment was conducted in duplicate using endometrial epithelial cells isolated from three differ-
ent animals. Concentrations of pro-inflammatory factors in cell culture supernatants were
estimated using a microtitre reader (iMark Bio Rad, Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany)
by comparing with standard curves.
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Statistical analysis

For relative quantification of the mRNA expression of the investigated factors, absolute quanti-
ties of each gene were divided through the corresponding normalisation factor calculated with
the expression of the reference genes ACTB, SDHA and GAPDH by geNorm [37]. Normalised
data were analysed by the Wilcoxon signed-rank test by comparing each MOI to the control at
the same point in time. The normalised expression in controls and treatments at each point in
time was calculated relative to the expression in control cells at 0 h that was set equal to one.
Bar charts were generated using the relative values with bars representing the means + SEM
(n=5).

All values of pro-inflammatory factors in cell culture supernatants were scaled relative to
the concentration in control cell supernatants after 24 h that was defined as one. Bar charts rep-
resent the means + SEM (n = 3).

All statistical calculations were performed by using SPSS version 20 (SPSS, Chicago, USA).
Values of P < 0.5 were considered to be significant.

Results
Characterisation of isolated bacteria

Uterine cytobrush samples collected from 11 healthy lactating cows were analysed for the pres-
ence of lactobacilli. Gram-positive, catalase-negative, indole-negative and nitrate reduction-
negative micro-organisms were identified as lactobacilli [38]. Samples from two animals were
culture-negative. All culture-positive samples showed slight bacterial growth (<10 colonies).
Only catalase-positive colonies grew on the agar plates of three samples. These bacteria were
not further identified because this was not the focus of this study. A Lactobacillus-specific PCR
revealed nine isolates belonging to the Lactobacillus group with a product size of approximately
250 bp (data not shown). Sequencing with phylogenetic 16S rDNA primers identified these iso-
lates as L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus, L. plantarum and L. similis. Three isolates were
determined as the closest relatives to Weissella paramesenteroides and one to Pediococcus pen-
tosaceus. The identity of the isolates in comparison to the NCBI database is listed in Table 2.

Viability assay

The trypan blue exclusion test was performed 96 h after the beginning of co-culture staining
dead cells blue. Almost the same quantity of dead cells was observed in the co-culture of endo-
metrial epithelial cells with L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus and L. vaginalis compared
with control (>95% viable cells; S1 Fig.). Cell nuclei were stained with the fluorescent dyes
ethidium bromide and acridine orange 72 h after the start of co-culturing, with dead cells ap-
pearing red and living cells green. The amount of dead cells in co-culture with L. buchneri, L.
ruminis, L. amylovorus and L. vaginalis in all MOI was similar to control cells up to 72 h (up to
5%; S2 Fig.). Culturing of supernatants on MRS agar showed that lactobacilli were still viable
after 24 and 48 h of co-culture (data not shown). It was observed that half-confluent epithelial
cells reached confluence in the presence of L. vaginalis, L. buchneri, L. ruminis and L. amylo-
vorus (data not shown).

IL1A mRNA expression in endometrial epithelial cells after co-culturing
with different Lactobacillus species
ILIA mRNA expression was measured in bovine endometrial epithelial cells co-cultured with

different Lactobacillus species for up to 6 h (Fig. 1). The presence of L. vaginalis only slightly,
but significantly, influenced ILIA expression in co-cultured cells compared with controls (max.
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Table 2. Qualitative characterisation of isolated uterine lactic acid bacteria.

Animal # Identified Species Type Strain % ldentity to Type Strain Accession #
1 Lactobacillus plantarum BS16 99 JX968493.1
Pediococcus pentosaceus 4 99 HG328247.1
Weissella paramesenteroides FMA204 99 HQ721255.1
2 Lactobacillus similis LZLJ10-3 99 JQ043373.1
Weissella paramesenteroides CTSPL5 99 EU855224.1
3 Lactobacillus buchneri NRRL B-30929 99 CP002652.1
4 Lactobacillus ruminis ATCC27782 100 CP003032.1
5 Weissella paramesenteroides TRZ1:15 99 HQO009793.1
6 Lactobacillus amylovorus GRL1112 99 NR_075048.1

doi:10.1371/journal.pone.0119793.t002

twofold, Fig. 1 A). In contrast, L. buchneri caused no significant difference in mRNA expres-
sion of IL1A independently of the time of co-culture (Fig. 1 B). IL1A expression increased over
the time of co-culturing, with L. ruminis reaching the highest level ( ~ sixfold) after 6 h in MOI
10 compared with control cells (Fig. 1 C). mRNA expression of IL1A was on a similar level in
endometrial epithelial cells co-cultured with L. amylovorus at each point in time, but increased
from MOI 1 to 10 (up to eightfold) compared with cells cultured without bacteria (Fig. 1 D).

IL6 mRNA expression in endometrial epithelial cells after co-culturing
with different Lactobacillus species

There was no significant difference in IL6 expression in cells co-cultured with L. vaginalis and
L. buchneri compared with control cells (Fig. 2 A, B). In contrast, IL6 was significantly more
highly expressed in cells co-cultured with L. ruminis, reaching the highest level (about fourfold)
after 4 h in MOI 10 compared with the control (Fig. 2 C). The greatest influence on IL6 expres-
sion was observed in endometrial epithelial cells co-cultured with L. amylovorus. Expression
levels reached a maximum (about 12-fold) after 2 h MOI dependently compared with controls
and decreased thereafter, but stayed on a higher level than controls (Fig. 2 D).

IL8 mRNA expression in endometrial epithelial cells after co-culturing
with different Lactobacillus species

Co-culture with L. vaginalis and L. buchneri did not affect IL8 expression in endometrial epi-
thelial cells compared with untreated cells (Fig. 3 A, B). Increasing IL8 expression levels were
observed after 4 and 6 h in cells co-cultured with L. ruminis depending on the quantity of MOI
(max. fourfold) compared with untreated control cells (Fig. 3 C). IL8 expression was found on
a higher level (two- to sixfold) during the whole time of co-culture of endometrial cells with L.
amylovorus dependently on MOI compared with controls, reaching the highest levels at MOI
10 at each point in time (Fig. 3 D).

PTGS2 mRNA expression in endometrial epithelial cells after co-
culturing with different Lactobacillus species

Comparable to IL6 and IL8 expression, PTGS2 expression was not significantly different in
cells co-cultured with L. vaginalis and L. buchneri compared with untreated cells (Fig. 4 A, B).
A slight increase in PTGS2 expression (up to ~ fourfold) was detected in endometrial cells co-
cultured with L. ruminis compared with the control (Fig. 4 C). After 2 h exposure, PTGS2
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Fig 1. Expression analysis of IL1A by means of RT-qPCR. /L 1A mRNA expression was determined in bovine endometrial epithelial cells after co-culture
with (A) L. vaginalis; (B) L. buchneri; (C) L. ruminis; and (D) L. amylovorus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n = 5 animals). All expression values were
calculated relative to the individual expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. Normalised data were scaled relative to the expression in
control cells at time 0 h, which was defined as one. Bars represent means + SEM; * = P < 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0119793.9001

expression was up to sixfold higher in cells co-cultured with L. amylovorus and decreased after
4 and 6 h, but remained higher than in control cells in MOI 5 and 10 (Fig. 4 D).

TLR2 and TLR6 mRNA expression in endometrial epithelial cells after
co-culturing with different Lactobacillus species

TLR2 and TLR6 transcripts were present in co-cultured as well as in control cells, but did not
differ significantly between these groups (data not shown).

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0119793 March 24, 2015 9/20

63



DARSTELLUNG DER VEROFFENTLICHTEN ARBEITEN

@PLOS | ONE

Lactobacilli spp. in the Bovine Endometrium

Hl control 1 MOI=5
0Im MOI=1 MOI=10

A L. vaginalis B L. buchneri
c 80+ c 804
= e}
2 3
D 60 D 60-
o o
o 6
© i © .
g 0 g 40
© 20 2 20-
0L ST RN TN smem=rcy 0L BT KN o TITF185 =y
oh 2h 4h 6h time oh 2h 4h 6h time
(& L. ruminis D L. amylovorus
c 801 c 80+ *
2 S
w [2)
)] [}
g 60- g:d 60-
x > *
(M) [} * *
© o © .
g 40 g 40 .
— * —
(U] [O) *
= 204 * = 20 & *
*
0- ‘ﬁl@ c Ll 1 T L
oh 2h 4h 6h in oh 2h 4h 6h  time

Fig 2. Expression analysis of IL6 by means of RT-qPCR. /L6 mRNA expression was determined in bovine endometrial epithelial cells after co-culture with
(A) L. vaginalis; (B) L. buchneri; (C) L. ruminis; and (D) L. amylovorus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n = 5 animals). All expression values were calculated
relative to the individual expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. Normalised data were scaled relative to the expression in control cells at
time 0 h, which was defined as one. Bars represent means + SEM; * =P < 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0119793.g002

Release of pro-inflammatory factors by co-cultured endometrial
epithelial cells

Concentrations of IL6 remained in supernatants of co-cultured cells as well as in controls
under the detection limit of 78 pg/ml of the Bovine IL-6 Screening Set, even after 48 h of co-
culture in undiluted samples (data not shown). There was no difference in IL8 release in cells
co-cultured with L. buchneri after 24 and 48 h compared with control cells (Fig. 5). Co-culture
of endometrial cells with L. vaginalis and L. ruminis caused a similar accumulation of IL8 (up
to fourfold) after 24 h compared with the controls. After 48 h, expression levels of IL8 were in-
creased (up to seven- and ninefold in MOI 10) by L. vaginalis and L. ruminis compared with
the controls, respectively (Fig. 5). The greatest difference in IL8 accumulation compared with
untreated cells was detected in endometrial cells co-cultured with L. amylovorus (Fig. 5). IL8
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Fig 3. Expression analysis of IL8 by means of RT-qPCR. /L8 mRNA expression was determined in bovine endometrial epithelial cells after co-culture with
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doi:10.1371/journal.pone.0119793.g003

concentration increased up to 14-fold in MOI 10 after 24 h and remained on this high level
(about 12-fold) after 48 h compared with control cells with interindividual variations, respec-
tively. IL8 accumulation differed up to threefold after 24 h and up to 10-fold after 48 h between
epithelial cells isolated from different animals in co-culture with L. amylovorus. Between the
epithelial cells obtained from different animals, a high variation was observed in the value
range for IL8 (~ 1-32 pg/ml to 10-150 pg/ml).

A PGE, production by co-cultured as well as untreated epithelial cells could not be mea-
sured (detection limit = 15 pg/ml), neither could PGE, be measured in undiluted samples after
48 h of co-culturing (data not shown).

L. buchneri did not influence PGF,,, accumulation in cell culture supernatants after 24 and
48 h compared with untreated cells (Fig. 6). PGF,, release by endometrial epithelial cells
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Fig 4. Expression analysis of PTGS2 by means of RT-qPCR. PTGS2 mRNA expression was determined in bovine endometrial epithelial cells after co-
culture with (A) L. vaginalis; (B) L. buchneri; (C) L. ruminis; and (D) L. amylovorus in MOI 1, 5 and 10 for up to 6 h (n = 5 animals). All expression values were
calculated relative to the individual expression of ACTB, GAPDH and SDHA as internal control. Normalised data were scaled relative to the expressionin
control cells at time 0 h, which was defined as one. Bars represent means + SEM; * = P < 0.05.

doi:10.1371/journal.pone.0119793.g004

slightly increased in co-culture with L. vaginalis and L. ruminis (up to fourfold after 24 h; up to
two- and eightfold after 48 h, respectively) compared with control cells (Fig. 6). The highest re-
lease of PGF,,, by endometrial epithelial cells was detected in co-culture with L. amylovorus
(Fig. 6). The difference was up to 38-fold after 24 h and up to 31-fold after 48 h in comparison
between co-cultured and untreated cells with obvious interindividual variations (value range
between around 100 pg/ml and 50 ng/ml). PGF,,, production in the presence of L. amylovorus
differed up to 20-fold after 24 h and up to 33-fold after 48 h in comparison between endometri-
al epithelial cells isolated from different animals.
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Fig 5. Analysis of IL8 release by means of ELISA. Accumulation of IL8 was measured in supernatants of bovine endometrial epithelial cells co-cultured
with L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus and L. vaginalis in MOI 1, 5 and 10 for 24 and 48 h by ELISA (n = 3 animals). All data were scaled relative to the
concentration in supernatants of control cells at time 24 h, which was defined as one. Bars represent means + SEM.

doi:10.1371/journal pone.0119793.g005

Discussion

The microbiota present in the uterus of postpartum cows has been the subject of various stud-
ies over the last few decades [1,5,39,40], whereby the main focus was on pathogenic bacteria
that cause uterine diseases such as metritis, and clinical and subclinical endometritis [2,41,42].
This is the first study describing in depth the isolation and molecular characterisation of com-
mensal lactobacilli from the bovine uterus. Several Lactobacillus spp. as well as Weissella spp.
and Pediococcus sp. were isolated from endometrial cytobrush samples. Similarly, L. buchneri
and L. brevis were present in the bovine vagina [43]. Machado et al. [44] found the genus Lacto-
bacillus by metagenomic pyrosequencing of the 165 rRNA gene in 41% of uterine lavage sam-
ples from healthy cows. However, the presence of alive lactobacilli was not demonstrated in
that study. In vitro experiments in the present study were performed with three isolates of Lac-
tobacillus spp. in comparison to L. vaginalis, which is part of the microbiota in the human vagi-
na [45]. This strain was chosen as being representative of the commensal, non-pathogenic
bacteria in the female genital tract.

Bacteria that invade the bovine uterus can be categorised into three groups according to
their expected pathogenic potential [1]: (1) pathogens that cause uterine endometrial lesions;
(2) potential pathogens commonly not associated with endometrial lesions, but frequently iso-
lated from the bovine uterine lumen and cases of endometritis; and (3) opportunist contami-
nants transiently isolated from the uterine lumen and not associated with endometritis. In the
present study, viability assays demonstrated that L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus and
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L. vaginalis have no negative influence on the survival and vitality of co-cultured endometrial
epithelial cells. These results are comparable with findings of human vaginal epithelial cells ex-
posed to L. rhamnosus and L. reuteri [25]. The viability of the co-cultured vaginal cells was not
affected by lactobacilli. This indicates that also in the bovine uterus lactobacilli belong to the
commensal microbiota not associated with endometrial lesions.

Even though the viability of endometrial cells was not influenced in the present study, the
ability of lactic acid bacteria to modulate the host immune response has been described in cattle
and humans [10,46,47], where increased cytokine expression is involved [48]. Therefore, one
aim of this study was to examine the capability of different Lactobacillus species to modulate
inflammatory responses in bovine endometrial epithelial cells. Interleukins such as IL1A, IL6
and IL8 play an important role in causing inflammation [15]. The pro-inflammatory cytokine
IL1A stimulates the production of PGE,, platelet activating factor as well as nitric oxide and
promotes the infiltration of inflammatory cells into the extravascular space [49]. In addition,
IL6 promotes inflammation by the activation of acute phase response and stimulation of lym-
phocytes [50]. In cattle, IL6 takes part in the immune defence of the endometrium against bac-
terial invasion [51]. The chemokine IL8 attracts neutrophils to inflammatory sites and
activates them, resulting in the influx of PMNs into the uterine lumen, which is essential for
bacterial clearance after calving [14].

In the present study, L. ruminis and especially L. amylovorus caused higher mRNA expres-
sion of ILIA, IL6 and IL8 in co-cultured endometrial epithelial cells than in control cells, show-
ing the ability of lactobacilli to stimulate endometrial immune response. This result was
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confirmed by the detection of a higher accumulation of IL8 in the supernatants of epithelial
cells co-cultured with L. ruminis, and to a greater degree with L. amylovorus, than without bac-
teria. Previous studies have indicated immunomodulatory activities of lactic acid bacteria. In
cattle, administration of Lactococcus lactis in the mammary gland induced enhanced IL1B and
IL8 mRNA expression [48]. Furthermore, in humans, stimulation of human vaginal epithelial
cells with L. rhamnosus and L. reuteri resulted in an increased IL1A, IL1B and IL8 mRNA ex-
pression [25]. Co-culture with L. fermentum or L. salivarius isolated from human breast milk
induced enhanced IL8 production in peripheral blood mononuclear cells [26]. In contrast, col-
onisation of human vaginal epithelial cell multilayer cultures with L. crispatus or L. jensenii did
not alter IL8 secretion [52]. Our results are consistent with these findings. IL8 expression and
release were not influenced by L. buchneri, assuming that lactobacilli isolated from bovine uteri
have different immunomodulatory properties.

Not only commensal bacteria, but also several pathogenic bacteria have been shown to stim-
ulate the expression and release of interleukins in endometrial cells. Treatment with E. coli for
6 h increased IL1B, IL6 and IL8 mRNA expression (17-fold to 121-fold) in bovine endometrial
epithelial cells compared with untreated cells [53]. LPS purified from E. coli stimulated mRNA
expression of IL1B, IL6 and IL8 (tenfold to 110-fold) in endometrial epithelial cells compared
with control cells [54]. In addition, IL1B, IL6 and IL8 production by endometrial explants was
increased after treatment with E. coli or T. pyogenes compared with controls [55]. Cows with
uterine diseases, often associated with pathogens such as E. coli and T. pyogenes, are known for
increased expression of pro-inflammatory factors in the endometrium. Recently, a study was
performed with a potentially pathogenic Bacillus pumilus isolated from the bovine uterus [56].
mRNA expression of ILIA, IL6 and IL8 was around two- to threefold higher in bovine endo-
metrial epithelial cells co-cultured with B. pumilus than with L. amylovorus in the present
study. These findings show that excessive expression of pro-inflammatory factors by the endo-
metrium supports the development of uterine diseases, but an adequate immune response is
necessary for bacterial clearance after parturition. Commensal bacteria such as lactobacilli can
moderately contribute to stimulating this immune reaction of the endometrium.

Besides interleukins, prostaglandins are involved in inflammatory processes, but they also
have different reproductive functions in mammals as regulators of the oestrous cycle, implanta-
tion and parturition [57]. In cattle, PGF,, and PGE, are considered to act in a luteolytic and lu-
teotrophic manner, respectively [58]. Synthesis of PGF,,, and PGE, from arachidonic acid in
the endometrium is regulated by PTGS2 [59]. Pathogenic bacteria have been shown to influ-
ence PTGS2 expression and prostaglandin production. Stimulation of bovine endometrial cells
with E. coli or LPS increased the PTGS2 mRNA expression and release of PGF,,, and PGE,
[16]. Endometrial explants treated with LPS produced an increased ratio of PGE; to PGF,,.
This switch from PGF,,, to PGE, production was confirmed by findings of higher concentra-
tions of PGE, than PGF,, in supernatants of bovine endometrial cells stimulated with LPS
[60]. In addition, a bacteria-free filtrate of T. pyogenes was able to enhance PGF,,, and PGE,
production in endometrial explants and bovine endometrial cells [61]. The endocrine switch in
prostaglandin secretion from PGF,,, to PGE, by bovine endometrium has an influence on the
fertility of cows assuming a mechanism for prolonged luteal phases in animals with uterine dis-
ease [60]. This study showed that L. ruminis and L. amylovorus isolated from bovine uteri also
induced increased PTGS2 expression in bovine endometrial epithelial cells. A PGF,, release by
endometrial epithelial cells was mainly increased by L. amylovorus promoting rather a luteoly-
tic condition in the uterine environment. In contrast to the earlier findings mentioned above,
we observed no influence of lactobacilli on PGE, production, which remained under the detec-
tion limit. However, previous studies support the finding of PGF,,, production by epithelial
cells and PGE, by stromal cells [16,62].
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In the human genital tract, lactobacilli are well studied, recognising their beneficial proper-
ties for women’s health [9,12,63]. However, in cattle the role of lactobacilli in the uterus is vir-
tually unstudied. Only one study demonstrated the stimulation of cell defence mechanisms of
the bovine endometrium by intrauterine infusion of selected Lactobacillus strains [64]. The
survival of the infused lactobacilli was confirmed for up to 12 days and cellular infiltration of
the endometrium mostly by mononuclear cells was shown. Moreover, an intravaginal adminis-
tration of different lactic acid bacteria resulted in a reduced incidence of purulent vaginal dis-
charges in dairy cows [65]. Our outcome supports the finding that some Lactobacillus species
have the ability to act as an immunostimulant to the female genital tract. Inmunostimulatory
properties of a L. ruminis strain have been shown in humans [66]. The finding of pro-inflam-
matory flagellin proteins produced by a L. ruminis strain could be a further explanation of
immunostimulatory properties of L. ruminis [67].

In conclusion, the results of the present study demonstrate that there are Lactobacillus spe-
cies present in the bovine uterus possessing immunomodulatory properties of endometrial
cells. In particular, L. amylovorus and L. ruminis increased mRNA expression of the pro-in-
flammatory factors IL1A, IL6 and IL8 as well as PTGS2 in bovine endometrial epithelial cells,
which was confirmed by enhanced IL8 and PGF,,, concentrations in cell culture supernatants.
All examined Lactobacillus species had no negative influence on the viability of co-cultured bo-
vine endometrial epithelial cells. These findings support the hypothesis that the presence of lac-
tobacilli may stimulate the immune response without showing cytotoxic effects on
the endometrium.

Supporting Information

S1 Fig. Viability evaluation of co-cultured bovine endometrial epithelial cells by means of
trypan blue staining. Bovine endometrial epithelial cells were stained with trypan blue after
96 h of co-culture (A) with L. buchneri in MOI 10; (B) with L. ruminis in MOI 10; (C) with L.
amylovorus in MOI 10; (D) with L. vaginalis in MOI 10; (E) control. Dead cells were stained in
blue. 100x magnification.

(TTF)

S2 Fig. Viability evaluation of co-cultured bovine endometrial epithelial cells by means of
ethidium bromide/acridine orange staining. Bovine endometrial epithelial cells were stained
with ethidium bromide/acridine orange after 72 h of co-culture (A) with L. buchneri in MOI
10; (B) with L. ruminis in MOI 10; (C) with L. amylovorus in MOI 10; (D) with L. vaginalis in
MOI 105 (E) control. The nuclei of dead cells were stained in red and living cells in green.
200x magnification.

(TIF)
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S$1 Fig. Viability evaluation of co-cultured bovine endometrial epithelial cells by means
of trypan blue staining.

Bovine endometrial epithelial cells were stained with trypan blue after 96 h of co-culture (A)
with L. buchneri in MOI 10; (B) with L. ruminis in MOI 10; (C) with L. amylovorus in MOI 10;
(D) with L. vaginalis in MOI 10; (E) control. Dead cells were stained in blue. 100x
magnification.

doi:10.1371/journal.pone.0119793.s001
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S2 Fig. Viability evaluation of co-cultured bovine endometrial epithelial cells by means
of ethidium bromide/acridine orange staining.

Bovine endometrial epithelial cells were stained with ethidium bromide/acridine orange after
72 h of co-culture (A) with L. buchneri in MOI 10; (B) with L. ruminis in MOI 10; (C) with L.
amylovorus in MOI 10; (D) with L. vaginalis in MOI 10; (E) control. The nuclei of dead cells
were stained in red and living cells in green. 200x magnification.
doi:10.1371/journal.pone.0119793.s002
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4 Diskussion

Bei der Uberwiegenden Mehrheit der Milchkiihe lasst sich eine bakterielle Kontamination des
Uterus in den ersten beiden Wochen postpartum feststellen. Viele Kiihe sind in der Lage die
eingewanderten Bakterien innerhalb der ersten 5 Wochen postpartum wieder zu beseitigen,
doch in 10 - 17 % der Tiere persistiert die bakterielle Infektion und 16st uterine Krankheiten
wie Metritis, chronische sowie subklinische Endometritis aus, die sich negativ auf die
Fruchtbarkeit der Kiihe auswirken (Sheldon et al. 2002; Sheldon et al. 2006). Bisher lag das
Augenmerk vieler Studien auf den Nachweis von Pathogenen aus dem bovinen Uterus wie
T. pyogenes, E. coli, Fusobacterium necrophorum, Prevotella spp. sowie von potentiell
Pathogenen wie Staphylococcus spp. und Streptococcus spp. (Sheldon et al. 2002; Williams
et al. 2005; Santos et al. 2010; Werner et al. 2012). Doch es lassen sich auch eine Vielzahl
anderer Bakterienspezies wie Kommensale sowie weitere potentiell pathogene Bakterien
aus dem bovinen Uterus isolieren, deren Einfluss auf endometriale Epithelzellen des Rindes

noch nicht eingehend untersucht wurde. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit behandelt.

4.1 Die Mikrobiota im bovinen Genitaltrakt

4.1.1 Potentiell pathogene Bakterien

Neben Bakterienspezies, die nicht mit dem Auftreten von Endometritis beim Rind assoziiert
sind, lassen sich aus dem bovinen Uterus Bakterien isolieren, die tber potentiell pathogene
Eigenschaften fur das bovine Endometrium verfuigen. In dieser Arbeit wurden verschiedene
bakterielle Isolate mit bovinen endometrialen Epithelzellen kokultiviert, um eine bakterielle
Infektion zu simulieren und zelluldare Mechanismen der Immunantwort dieser Zellen zu
untersuchen. Die untersuchten Lactobacillus spp. beeinflussten die Vitalitat der kokultivierten
Epithelzellen nicht (Gartner et al. 2015). Staphylococcus succinus und B. pumilus hingegen
zeigten zytotoxische Eigenschaften auf die Vitalitdt der kokultivierten Zellen. B. pumilus
wurde fir weitere Versuche als potentiell pathogenes Bakterium ausgewahlt (Gartner et al.
2016). Im Gegensatz zu Endometritis-assoziierten Pathogenen wie T. pyogenes, die in
Kokultur den Zelltod von endometrialen Epithelzellen schon innerhalb von 16 Stunden
auslosen konnten (lbrahim et al. 2017), verursachte B. pumilus in dieser Arbeit erst nach 24
Stunden den Zelltod der kokultivierten Zellen und stellte sich daher als geeignet heraus, um
die erste Antwort von bovinen endometrialen Epithelzellen auf eine bakterielle Infektion zu
zeigen (Gartner et al. 2016).
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Bacillus spp. lassen sich haufig aus dem bovinen Uterus postpartum isolieren (Hussain et al.
1990; Bonnett et al. 1991; Dolezel et al. 2010; Prunner et al. 2014). Wagener et al. (2015)
konnten mehr als 50 % der Bacillusspeziesisolate aus dem bovinen Uterus der Spezies
B. pumilus und 23 % B. licheniformis zuordnen. B. licheniformis wird zu den
Bakterienspezies gerechnet, die als potentiell pathogen fir das bovine Endometrium
eingeschatzt werden (Sheldon et al. 2002; Williams et al. 2005). Dabei gehort
B. licheniformis zu den Bakterien, die haufig aus dem uterinen Lumen und bei Fallen von
Endometritis isoliert werden, aber im Allgemeinen nicht mit uterinen Lasionen assoziiert sind
(Williams et al. 2007).

Die Rolle von B. pumilus in der Mikrobiota des Uterus des Rindes ist dagegen bisher noch
unzureichend erforscht. Verschiedene Studien geben aber Hinweis darauf, dass B. pumilus
beim Rind Uber pathogenes Potential verfiigen kdnnte. Nieminen et al. (2007) konnten aus
der Milch von Kihen, die an Mastitis litten, zytotoxische Substanzen, die von B. pumilus
produziert wurden, isolieren. Zudem wurde in Geweben einer Kuh, die an Septikamie
gestorben war, B. pumilus nachgewiesen werden (Hare et al. 2008). In einer weiteren Studie
untersuchten Ibrahim et al. (2016) den Einfluss von B. pumilus auf bovine endometriale
Epithelzellen in Bezug auf die mMRNA-Expression verschiedener Klassen von antimikrobiellen
Peptiden (AMP). Diese entfalten ihre Wirkung im Falle der beta-Defensin (DEFB)-Familie
durch die Permeabilisierung von bakteriellen Membranen und der S100-Calcium-bindende
Protein (S100A)-Familie durch Chelatisierung von lonen. Fur den Versuch wurden die
Epithelzellen mit B pumilus bis zu sechs Stunden in einer Multiplizitat der Infektion
(Multiplicity of infection = MOI) von 1, 5 und 10 kokultiviert. B. pumilus zeigte keinen
signifikanten Einfluss auf die mRNA-Expression der DEFB-Familie. Ein Grund hierfir kénnte
nach Meinung der Autoren sein, dass B. pumilus Uber Verteidigungsmechanismen verflgt,
um die Defensine auf Transkriptionsebene zu inhibieren, wie es schon fur verschiedene
Bakterienspezies beschrieben wurde (Menendez und Brett Finlay 2007; Mogensen 2009).
Die mRNA-Expression von S100A8 und S100A9 dagegen war nach 4 bzw. 6 Stunden
Koinkubation mit B. pumilus signifikant erhdht verglichen mit Kontrollzellen. Diese
Ergebnisse unterstitzen die These, dass es sich bei B. pumilus um ein fir den bovinen
Uterus potentiell pathogenes Bakterium handelt, das die angeborene Immunantwort der

endometrialen Epithelzellen als erste Immunantwort des Uterus auslost.

4.1.2 Kommensale Bakterien

Das Vorhandensein und die nahere Charakterisierung verschiedener kultivierbarer

Milchsaurebakterien in der Mikrobiota des Uterus des Rindes konnte in dieser Arbeit

78



DISKUSSION

demonstriert werden. Dazu gehéren Laktobazillen wie L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus,
L. plantarum und L. similis. Des Weiteren wurden Weissella paramesenteroides (W.
paramesenteroides), P. pentosaceus und Aerococcus spp. aus bovinen endometrialen
Proben kultiviert (Gartner et al. 2015). L. buchneri wurde bisher in der bovinen Vagina
nachgewiesen (Otero et al. 1999). Ebenso sind Laktobazillen in der Vagina von
heranwachsenden Farsen vorhanden, gehdren aber nicht zur dominierenden
Bakteriengattung der bovinen vaginalen Mikrobiota (Otero et al. 2000). Aus dem bovinen
Uterus wurden bislang nur in wenigen Studien Lactobacillus spp. kultiviert (Messier et al.
1984; Williams et al. 1988), aber nicht weiter charakterisiert. Machado et al. (2012) konnten
in 41 % der Proben, die durch uterine Lavage von gesunden Milchkilhen genommen wurden,
mittels metagenomischer Pyrosequenzierung des 16S rRNA Gens Lactobacillus spp.
nachweisen. Bei Kihen mit hochgradiger Endometritis fanden sie Lactobacillus spp.
dagegen nur bei 20 % der untersuchten Tiere. Einen deutlich signifikanten Unterschied
stellten sie im Nachweis von Lactobacillus spp. bei trachtigen Kilhen zum Zeitpunkt von 200
Tagen in der Laktation fest. Sie wiesen zu 49 % Lactobacillus spp. im Gegensatz zu 18 %
bei nicht trachtigen Kiihen auf. Dies deutet darauf hin, dass das Auftreten von Lactobacillus
spp. im Uterus von Milchkiihen mit einem guten uterinen Gesundheitszustand korreliert. Bei
Buffelkihen konnte in einer Studie ein positiver Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Laktobazillen und einem gesunden Uterus postpartum gezeigt werden
(Azawi et al. 2008). L. fermentus und L. acidophilus wurden nur bei Buffelkiihen 24 und 48 h
postpartum isoliert, die einen komplikationslosen Geburtsverlauf und den natirlichen Abgang
der Plazenta innerhalb von 24 h aufwiesen. Bei Buffelkiihen mit Nachgeburtsverhaltung oder
Dystokie konnten keine Laktobazillen aus dem Uterus kultiviert werden.

Die Vitalitdt und das Uberleben von bovinen endometrialen Epithelzellen wurden durch die
Kokultivierung mit L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus und L. vaginalis nicht negativ
beeinflusst (Gartner et al. 2015). Diese Ergebnisse lassen sich mit den Resultaten der
Kokultivierung von L. rhamnosus und L. reuteri mit humanen vaginalen Epithelzellen
vergleichen (Wagner und Johnson 2012). Die Laktobazillen fuhrten nicht zu einer
Einschrankung der Vitalitat der kokultivierten Epithelzellen. Dies deutet darauf hin, dass auch
im bovinen Uterus Laktobazillen zu den Kommensalen gerechnet werden kdnnen, die nicht

mit endometrialen Lasionen assoziiert sind.

4.1.3 Laktobazillen und ihr Einsatz in der Reproduktion

Einige der in der uterinen Mikrobiota vorkommenden Bakterienspezies scheinen keinen oder

nur einen &ulerst geringen Einfluss auf die Expression der untersuchten pro-
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inflammatorischen Faktoren in bovinen endometrialen Epithelzellen zu haben. Die
Eigenschaft von L. buchneri, keine Immunantwort in bovinen endometrialen Epithelzellen
auszuldsen, wie in dieser Arbeit dargelegt (Gartner et al. 2015), kdnnte in der Zukunft dafir
eingesetzt werden, zu einer gegen eingewanderte Bakterien notwendigen, kontrollierten
angeborenen Immunantwort des Endometriums postpartum beizutragen, um der Entwicklung
einer chronischen oder subklinischen Endometritis entgegenzuwirken. In verschiedenen
Studien wurde gezeigt, dass gesunde Kuhe im Vergleich zu Kuihen mit subklinischer oder
chronischer Endometritis im fruhen Puerperium (Tag 24 — 30 postpartum) Uber eine
vorhandene, aber nicht ausufernde Expression von pro-inflammatorischen Faktoren wie
AMP, Interleukinen und Chemokinen im Endometrium verflUgten, die auch im spaten
Puerperium (Tag 45 — 51 postpartum) im Gegensatz zum entzindeten Endometrium
moderat blieb (Chapwanya et al. 2009; Peter et al. 2015; Ibrahim et al. 2016). Eine
angemessene, kontrolliete  angeborene Immunantwort des Endometriums st
dementsprechend notwendig, um eingedrungene Bakterien wieder zu eliminieren. Ist dies
nicht der Fall, kann es zur Entstehung einer Uteruserkrankung postpartum beitragen
(Sheldon et al. 2009a).

Die positiven Eigenschaften von Lactobacillus spp. im weiblichen Genitaltrakt sind schon
lange Gegenstand der Forschung. Laktobazillen tragen als naturliche Mikrobiota der Vagina
der Frau Uber verschiedene Mechanismen zu einem gesunden vaginalen Milieu bei. Dazu
gehoren unter anderem die Ansauerung durch Milchsaure- und Essigsaurebildung sowie die
Verdrangung pathogener Keime durch zahlenmaRige Uberlegenheit (Skarin und Sylwan
1986), die Produktion von H,O, (Hawes et al. 1996; Atassi et al. 2006) und die Bildung von
antimikrobiellen Proteinen (Aroutcheva et al. 2001; Dover et al. 2008).

Ebenso konnten diese Eigenschaften von Laktobazillen beim Rind zur Aufrechterhaltung
eines gesunden Genitaltraktes bzw. einer verbesserten Reproduktionsleistung beitragen.
Verschiedene Studien verfolgten bei der Milchkuh den Ansatz, Milchsaurebakterien vaginal
zu verabreichen. Otero et al. (2006) untersuchten die Eigenschaften verschiedener boviner
vaginaler Milchsaurebakterien fur den potentiellen Einsatz als intravaginale Applikation zur
Pravention von Metritis beim Rind. Viele Stamme waren in der Lage, E. coli 99/14 durch
Saureproduktion im Wachstum zu hemmen, einzelne Stdamme konnten T. pyogenes 96/393
inhibieren. Beide Pathogene waren von Kuhen mit Metritis isoliert worden. Die meisten
Stamme mit inhibierenden Eigenschaften konnten L. fermentum, einige L. gasseri und ein
Stamm L. rhamnosus zugeordnet werden. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass
L. gasseri CRL1421, isoliert aus der Vagina gesunder Farsen, fahig ist, durch
Wasserstoffperoxid- und Milchsaureproduktion das Wachstum von Staphylococcus aureus,

eines potentiellen Pathogens des bovinen Genitaltraktes, zu hemmen (Otero und Nader-
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Macias 2006). Ametaj et al. (2014) verabreichten Milchkiihen wodchentlich intravaginal
lyophilisierte Milchsaurebakterien (L. sakei FUA3089, P. acidilactici FUA3140 und
P. acidilactici FUA3138) in einem Zeitraum von zwei Wochen vor dem erwarteten
Abkalbedatum bis vier Wochen postpartum. Die Verabreichung von Milchsaurebakterien
fuhrte bei den Milchkiihen drei Wochen postpartum zu einer geringeren Inzidenz von
purulentem vaginalen Ausfluss im Vergleich zu Kontrolltieren, denen zu denselben
Zeitpunkten eine Tragerflissigkeit intravaginal appliziert worden war. Die Gesamt-
trachtigkeitsrate konnte jedoch nicht positiv beeinflusst werden, was an der geringen Tierzahl
liegen kdnnte. Eine andere Studie derselben Arbeitsgruppe gibt Hinweis auf einen mdglichen
positiven Einfluss auf die Fruchtbarkeit von Milchkihen durch die intravaginale Applikation
von Milchsdurebakterien (Deng et al. 2015). Die Gustzeit von Milchkihen, denen eine und
zwei Wochen prapartum L. sakei FUA3089, P. acidilactici FUA3140 und P. acidilactici
FUA3138 intravaginal verabreicht wurde, war signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrolle.
Die mit Milchsaurebakterien behandelten Kihe wiesen eine geringere Inzidenz von Metritis
auf. In einer weiteren Studie zeigten Deng et al. (2014), dass eine zwei- oder dreimalige
intravaginale Gabe dieser Milchsaurebakterien das Auftreten von uterinen Infektionen im
Vergleich zur Kontrolle reduzierte und die lokale und systemische Immunantwort
verbesserte.

Weitere Studien verfolgten einen anderen Ansatz, die Applikation von Lactobacillus spp. in
den Uterus von Kihen. Kummer et al. (1997) setzten erstmals Laktobazillen zur
Verabreichung in den Uterus des Rindes ein. 60 — 95 Tage postpartum wurden Kklinisch
unauffalligen Erstkalbinnnen Lactobacillus spp. G 013 oder L. casei CCM 1753 in den Uterus
appliziert. Eine Kolonisierung des Uterus mit diesen Stdmmen konnte bis 12 Tage nach der
Applikation nachgewiesen werden. Bereits nach 5 Tagen wies das Endometrium eine
zellulare Infiltration vor allem mit mononukledren Zellen, aber auch Mastzellen und
Makrophagen auf. Dies hielt 12 Tage nach der Applikation der Laktobazillen noch an. Eine
Untersuchung der Expression von pro-inflammatorischen Faktoren im Endometrium nach der
Verabreichung der Laktobazillen fand nicht statt. Die Ergebnisse dieser Studie legen den
Schluss nahe, dass intrauterin applizierte Lactobacillus spp. dazu in der Lage sind, die
zellularen Abwehrmechanismen des bovinen Endometriums zu stimulieren.

In einer aktuellen Studie wurde gezeigt, dass die Applikation von L. buchneri DSM 32407 in
den Uterus von Milchkihen mit subklinischer Endometritis im Vergleich zu einer
Placebobehandlung am Tag 24 — 30 postpartum zu einer signifikanten Reduktion der
endometrialen mRNA-Expression von CXCL1/2, CXCL3, CXCR2, IL1B und IL8 drei Wochen
nach der Verabreichung fihrte (Peter et al. 2018). Eine Woche nach der Applikation von

L. buchneri konnte eine leichte bis moderate Infiltration mit Immunzellen in
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Endometriumsbiopsieproben festgestellt werden, was den Langzeiteffekt von L. buchneri in
vivo im Gegensatz zu dem kurzzeitigen Effekt, der in dieser Arbeit untersucht wurde, zeigt.
Zudem fihrte die Applikation bei gesunden Kiihen und Kihen mit subklinischer Endometritis
zu einer erhéhten Trachtigkeitsrate nach Erstbesamung. Des Weiteren war der Median der
Gustzeit der Kihe, die an Tag 200 postpartum trachtig waren, kirzer als bei Kihen mit
demselben Gesundheitszustand, die eine Placebobehandlung erhalten hatten. Dies deutet
darauf hin, dass das uterine Umfeld mit der intrauterinen Verabreichung von Laktobazillen so
zu verandern ist, dass die Reproduktionsleistung verbessert werden kann. Es ist aber auch
festzuhalten, dass die Applikation von L. buchneri DSM 32407 bei Kihen mit subklinischer
Endometritis nicht zu einer Verbesserung des Gesundheitszustands im Vergleich zur
Placebogruppe in den folgenden drei Untersuchungswochen fihrte. Bei L. buchneri DSM
32407 handelt es sich um denselben Stamm, der in der vorliegenden Arbeit isoliert,

charakterisiert und fir die Versuche eingesetzt wurde (Gartner et al. 2015).

4.1.4 Pathogene, potentiell pathogene und kommensale uterine

Bakterien im Vergleich

Nach dem Abkalben sind fast alle Kihe von einer Bakterieneinwanderung in den Uterus
betroffen (Sheldon et al. 2008). Doch nicht in jedem Fall kommt es dabei zu einer uterinen
Erkrankung. Abhangig vom Gleichgewicht zwischen den Kontaminationsfaktoren der
Bakterien wie Spezies, Virulenz und Menge und den Abwehrmechanismen des Tieres
unterscheidet sich die Bakterienbesiedlung des Uterus postpartum quantitativ und qualitativ
(Sheldon und Dobson 2004). Die Virulenz von Bakterien lasst sich anhand der folgenden vier
Gruppen von Virulenzfaktoren bestimmen: Adhasionsfaktoren, Anti-Phagozytose-Faktoren,
Invasionsfaktoren und Toxine (Mayr 2006).

T. pyogenes als anerkannter Pathogen des Uterus verfugt Gber eine Reihe an mdglichen
Virulenzfaktoren wie Adhasionsmechanismen, die Expression von Fimbrien und die Bildung
von Biofilmen (Jost und Billington 2005). Doch hauptverantwortlich fir die Pathogenitat von
T. pyogenes ist die Expression von Pyolysin, einem Cholesterol-abhangigen Zytolysin, das
zur Lyse von Epithel-, Stroma- und Immunzellen in der Lage ist (Jost und Billington 2005;
Amos et al. 2014). Ibrahim et al. (2017) untersuchten zwei verschiedene T. pyogenes-
Stamme, die aus einer gesunden Kuh und einer Kuh, die im spateren Verlauf an chronischer
Endometritis erkrankte, isoliert wurden. Der Stamm aus der spater erkrankten Kuh wies im
Vergleich zum T. pyogenes-Stamm aus der gesunden Kuh eine héhere Wachstumsrate auf,
exprimierte mehr Virulenzfaktoren und resultierte in einer héheren mRNA-Expression von
PTGS2, CXCL3 und IL8 in kokultivierten Epithelzellen. Dies zeigt, dass unterschiedliche
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Stadmme einer pathogenen Bakterienspezies Uber eine verschieden starke Virulenz verfiigen
konnen (Ibrahim et al. 2017).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass B. pumilus den Zelltod von bovinen
Endometriumsepithelzellen in vitro hervorrufen und eine erhéhte mRNA-Expression von pro-
inflammatorischen Faktoren in den kokultivierten Epithelzellen auslésen konnte (Gartner et
al. 2016). Dies deutet daraufhin, dass B. pumilus Uber pathogene Eigenschaften verfugt.
Dafir spricht auch der Nachweis von Toxin-produzierenden B. pumilus in Milchproben von
Kdhen mit Mastitis (Nieminen et al. 2007). Der Fall einer Lebensmittelvergiftung durch das
Toxin Pumilacidin, das von B. pumilus gebildet wurde (From et al. 2007), unterstreicht die
mdgliche Pathogenitat von B. pumilus und bestatigt die Hypothese, dass B. pumilus den
potentiell pathogenen Bakterien zuzurechnen ist.

Im Gegensatz zu B. pumilus hatten L. buchneri, L. ruminis, L. amylovorus und L. vaginalis
keinen negativen Effekt auf die Vitalitat der kokultivierten bovinen endometrialen
Epithelzellen (Gartner et al. 2015). L. ruminis und vor allem L. amylovorus zeigten
immunmodulatorische Eigenschaften auf die kokultivierten endometrialen Epithelzellen. Im
Vergleich zu L. amylovorus erhdhte B. pumilus die mRNA-Expression von IL1A, IL6 und IL8
in bovinen endometrialen Epithelzellen zwei- bis dreifach (Gartner et al. 2015; Gartner et al.
2016). Pathogene wie E. coli oder aus E. coli aufgereinigtes LPS fuhrten zu einer deutlich
groReren Erhdhung der mRNA-Expression dieser Entzindungsmediatoren (17- bis 121-fach
bzw. zehn- bis 110-fach) in Endometriumszellen verglichen mit Kontrollzellen (Cronin et al.
2012, Chapwanya et al. 2013). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass Lactobacillus spp. Uber
immunmodulatorische Eigenschaften verfigen kdnnen, aber im Vergleich zu potentiell
Pathogenen und vor allem zu Pathogenen in geringerem Mal} oder nicht mit Virulenzfaktoren
ausgestattet sein kénnten. Dies konnte eine Erklarung dafur sein, dass Laktobazillen nur
selten im Zusammenhang mit Krankheitsgeschehen stehen wie von Cannon et al. (2005)
gezeigt.

4.2 Entzindungsmediatoren im bovinen Uterus

4.2.1 Toll-like-Rezeptoren

Das endometriale Epithel fungiert bei der Invasion von Bakterien in den bovinen Uterus
postpartum durch die gedffnete Zervix als natirliche Barriere und kann durch eine erste
Immunantwort auf die Eindringlinge reagieren. Durch Toll-like Rezeptoren sind bovine
endometriale Epithelzellen in der Lage, pathogen-assoziierte molekulare Strukturen der
eindringenden Bakterien zu erkennen und eine Immunantwort auszuldésen (Davies et al.
2008). Turner et al. (2014) fanden heraus, dass auf3er TLR2 und TLR6 beim Rind im
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Gegensatz zur Maus und zum Menschen auch TLR1 in die Erkennung von gram-positiven
Bakterien Uber diacylierte Lipopeptide beteiligt ist. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Arbeit. Die mRNA-Expression von TLR2, -4 und -6 konnte in
endometrialen Proben von gesunden Kihen und Kihen mit subklinischer und chronischer
Endometritis nachgewiesen werden (Gartner et al. 2016). In bovinen endometrialen
Epithelzellen wurden sowohl nach Kokultivierung mit Lactobacillus spp. als auch mit
B. pumilus TLR2 und TLR6 exprimiert, jedoch bis auf TLR2 bei der Kokultivierung mit
B. pumilus ohne signifikanten Unterschied zur Kontrolle (Gartner et al. 2015; Gartner et al.
2016).

4.2.2 Interleukin 1 alpha

Das endometriale Epithel reagiert auf die Erkennung der PAMPs durch TLR mit der Bildung
von pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukinen (Abbildung 1). Dazu gehért IL1A, das
die Produktion von PGE,, des Plattchenaktivierenden Faktors sowie von Stickstoffmonoxid
stimuliert und die Einwanderung von Entzindungszellen in den extravaskularen Raum
unterstitzt (Dinarello 2002). In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von IL1A auf
molekularer Ebene in vitro nach der Kokultivierung von bovinen, endometrialen Epithelzellen
mit Laktobazillen bzw. dem potentiell pathogenen Bakterium B. pumilus nachgewiesen
werden (Gartner et al. 2015; Gartner et al. 2016). Unter den Laktobazillen bewirkten
L. amylovorus, L. ruminis und L. vaginalis eine erhdhte mRNA-Expression von IL1A,
L. buchneri dagegen konnte keine signifikante Anderung der IL1A-mRNA-Expression in den
kokultivierten Zellen auslosen. Dies verdeutlicht, dass Laktobazillen eine Immunantwort in
bovinen endometrialen Epithelzellen hervorrufen kdnnen, wenn auch in unterschiedlicher
Auspragung. Frihere Studien haben schon den Schluss nahe gelegt, dass
Milchsaurebakterien immunmodulatorische Fahigkeiten aufweisen. Beecher et al. (2009)
zeigten, dass beim Rind die Verabreichung einer Lebendkultur von Lactococcus lactis in das
Euter lokal zu einer signifikanten, stark erhéhten mRNA-Expression von IL1B und IL8 flhrte.
Des Weiteren fuhrte die Koinkubation von humanen vaginalen Epithelzellen mit
L. rhamnosus und L. reuteri zu einer gesteigerten mRNA-Expression von IL1A, IL1B und IL8
(Wagner und Johnson 2012).

In grollerem MaRe als durch die untersuchten Laktobazillen wurde die IL1A-mRNA-
Expression boviner endometrialer Epithelzellen durch den potentiell pathogenen B. pumilus
mit einem Maximum nach zwei Stunden erhéht (Gartner et al. 2016). Danesh Mesgaran et
al. (2018) stellten den starksten Anstieg der IL1A-mRNA-Expression nach zwei Stunden

Kokultivierung von B. pumilus mit primaren, bovinen Oviduktepithelzellen fest. Diese friihe
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Reaktion der bovinen Epithelzellen des Endometriums bzw. des Ovidukts auf B. pumilus
kann in dieser Form erwartet werden, da IL1A eine zentrale Funktion im
Entziindungsgeschehen innehat (Dinarello et al. 2012).

In einer neueren Studie konnten lbrahim et al. (2017) zeigen, dass die mMRNA-Expression
von IL1A in bovinen endometrialen Epithelzellen in Kokultur mit einem lebenden
T. pyogenes-Stamm, der aus dem Uterus einer Kuh, die im spateren Verlauf an chronischer
Endometritis litt, isoliert worden war, durch die Anwesenheit von mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells = PBMC) verglichen mit
unbehandelten Kontrollzellen verstarkt wurde. Die erhdhte Immunantwort der Epithelzellen
koénnte durch die Freisetzung von Botenstoffen wie IL1A aus den bakteriell aktivierten PBMC
erfolgen. Dies stitzt die These, dass das bovine Endometrium je nach Pathogenitat der
eingewanderten Bakterien zu einer unterschiedlich starken Reaktion in der Lage ist,
angefangen von keiner Immunantwort auf Kommensale wie L. buchneri bis zu einer

gesteigerten Immunantwort auf potentiell Pathogene wie B. pumilus und Pathogene wie

T. pyogenes.
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Abbildung 1. Bovine endometriale Zellen reagieren auf die Erkennung von eingewanderten gram-
positiven Bakterien durch TLR1/TLR2- bzw. TLR2/TLR6-Komplexe mit der Expression von
Entziindungsmarkern. Dazu gehdren Interleukine wie IL1A und IL6 und Chemokine wie CXCL1/2,
CXCL3 und IL8, die PMN und Makrophagen zum Ort der Entzindung locken, um die eingedrungenen
Bakterien zu beseitigen und den Gewebsschaden abzubauen. IL1A wirkt lokal entziindungsférdernd
Uber die Induktion der Synthese von IL1 und IL6 vermittelt durch IL1R.
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4.2.3 Interleukin 6

Neben IL1 hat auch IL6 eine wichtige Rolle in der Entziindung (Abbildung 1). IL6 aktiviert die
Akute-Phase-Antwort und stimuliert Lymphozyten (Kishimoto et al. 1995). Beim Rind hat IL6
Anteil an der Immunabwehr des Endometriums gegen eingewanderte Bakterien (Sheldon
und Dobson 2004). Dabei bewirkt IL6 Uber positives Feedback, das durch den IL6-Rezeptor
auf Endometriumszellen vermittelt wird, eine vermehrte Produktion vom IL6 und IL8 in
bovinen Endometriumszellen nach der Exposition mit LPS (Cronin et al. 2016). In der
vorliegenden Arbeit fUhrten L. ruminis und in starkerem Umfang L. amylovorus zu einer
gesteigerten IL6-mRNA-Expression in kokultivierten bovinen Epithelzellen verglichen mit
unbehandelten Kontrollzellen (Gartner et al. 2015). L. buchneri und L. vaginalis zeigten
keinen signifikanten Einfluss auf die IL6-mRNA-Expression. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen von Genis et al. (2017). Sie konnten darlegen, dass eine Kombination aus
L. rhamnosus, P. acidilactici und L. reuteri in Kokultur nur zu einer geringgradigen Erhéhung
der IL6-Expression in bovinen Uterusexplantaten flhrte. In dieser Arbeit war IL6 in bovinen
endometrialen Epithelzellen auf einem hohen Niveau wahrend der Kokultur mit B. pumilus
exprimiert (Gartner et al. 2016). Im Vergleich mit den Ergebnissen der Kokultur mit
Milchsaurebakterien reagierten die Endometriumszellen auf den potentiell Pathogenen
B. pumilus in viel starkerem Ausmalf. Auch Pathogene wie E. coli verursachten eine
deutliche Steigerung der IL6-Expression in bovinen endometrialen Epithelzellen, die aber
nach 24 Stunden wieder nachliel? (Chapwanya et al. 2013). Dies deutet darauf hin, dass IL6
fur die frGhe Reaktion des bovinen Endometriums auf eine bakterielle Infektion steht. Dies
wird daran deutlich, dass eine erhdhte IL6-Expression in Proben aus entziindetem bovinen
Endometrium zwei Wochen postpartum verglichen mit gesunden Kontrollen zu finden war
(Chapwanya et al. 2009; Gabler et al. 2010). Drei Wochen postpartum dagegen konnte in
endometrialen Proben weder von gesunden Kihen, noch von Kihen mit subklinischer oder
chronischer Endometritis ein signifikanter Unterschied in der IL6-mRNA-Expression

festgestellt werden (Fischer et al. 2010).

4.2.4 Interleukin 8

L. buchneri und L. vaginalis bewirkten keine bzw. nur eine geringe Erhdhung der mRNA-
Expression von IL1A, IL6 und IL8 durch die kokultivierten Epithelzellen. Im Gegensatz dazu
fihrte L. ruminis und noch deutlicher L. amylovorus zu einer signifikanten Induktion dieser
pro-inflammatorischen Zytokine, was fur IL8 auch auf der Proteinebene nachgewiesen

werden konnte (Gartner et al. 2015). Dies deutet auf eine mogliche Beeinflussung der
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Immunantwort des Endometriums durch L. ruminis und L. amylovorus als Teil der Mikrobiota
des Rindes postpartum hin. Ebenso konnten Genis et al. (2016) unterschiedliche Fahigkeiten
von Milchsaurebakterien nachweisen, die Expression von pro-inflammatorischen Faktoren in
bovinen Endometriumszellen in vitro zu beeinflussen. L. sakei und L. rhamnosus bewirkten
konzentrationsabhangig nach Kokultivierung mit bovinen endometrialen Epithelzellen eine
Erniedrigung der IL8-mRNA-Expression. Nach Kokultivierung mit P. acidilactici in hoher
Konzentration konnte eine Erhéhung der IL8-Expression im Vergleich zur Kontrolle
nachgewiesen werden. L. reuteri zeigte keine Beeinflussung der IL8-Expression. In mit
E. coli infizierten endometrialen Epithelzellen konnte P. acidilactici die Genexpression von
IL8 leicht reduzieren, L. rhamnosus zeigte die deutlichste Reduktion der IL8-Expression. Die
Anzahl an koloniebildenden Einheiten (KBE) von E. coli konnte nach sechsstundiger
Kokultivierung mit bovinen endometrialen Epithelzellen deutlich durch L. sakei, L. reuteri und
P. acidilactici sowie in geringerem Ausmaf durch L. rhamnosus gesenkt werden. In einer
weiteren Studie derselben Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine Kombination aus
L. rhamnosus, P. acidilactici und L. reuteri in der Lage war, die Anzahl an KBE nach
Kokultivierung mit bovinen endometrialen Epithelzellen um 95,1 % zu reduzieren (Genis et
al. 2017). Mit dieser Kombination aus Milchsaurebakterien konnte in dieser Studie die
Reduktion der Sekretion von IL1B, IL6 und IL8 aus bovinen Endometriumsexplantaten nach
akuter Inflammation, die durch eine kunstliche E. coli Infektion hervorgerufen wurde, gezeigt
werden.

In dieser Arbeit konnte B. pumilus als Vertreter der potentiell pathogenen Bakterien der
bovinen uterinen Mikrobiota in Kokultur mit endometrialen Epithelzellen die pro-
inflammatorischen Zytokine IL1A, IL6 und IL8 deutlich starker induzieren als die
untersuchten Laktobazillen (Gartner et al. 2015; Gartner et al. 2016), was auf ein mogliches
pathogenes Potential von B. pumilus im Genitaltrakt des Rindes hindeutet. Diese Hypothese
wird durch eine aktuelle Studie unterstitzt, die zeigte, dass mit B. pumilus kokultivierte
bovine Oviduktepithelzellen IL1A, IL1B, IL6 und IL8 starker exprimieren als
Kontrolloviduktzellen (Danesh Mesgaran et al. 2018).

Die Ergebnisse der Kokultivierung boviner Endometriumszellen mit B. pumilus in dieser
Arbeit lassen sich in den Zusammenhang von Befunden, die durch die Kokultivierung von
bovinen endometrialen Epithelzellen mit dem Pathogen E. coli oder LPS, das aus E. coli
gewonnen wurden, einordnen. IL1A bzw. IL1B, IL6 und IL8 wurden in diesen Studien in den
kokultivierten Endometriumszellen im Vergleich zu Kontrollzellen vermehrt exprimiert (Cronin
et al. 2012; Chapwanya et al. 2013). Dies konnte zudem in der Kokultivierung von E. coli
bzw. T. pyogenes in bovinen endometrialen Explantaten im Vergleich zur Kontrolle

nachgewiesen werden (Borges et al. 2012). Endometriale Explantate sind gut geeignet, um
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die Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen im bovinen Uterus zu untersuchen, wie die
Autoren in ihrer Studie belegen konnten. In der vorliegenden Arbeit wurden dagegen reine
endometriale Epithelzellkulturen verwendet, um explizit die Reaktion dieser Zellen auf den
Kontakt mit Kommensalen und potentiell Pathogenen als erste Barriere gegen
eingewanderte Bakterien zu untersuchen.

Die Ergebnisse der B. pumilus-Kokultur stehen im Einklang zu Studien, die eine erhéhte
Expression von IL1, IL6 und IL8 im Endometrium von Kihen mit uterinen Erkrankungen, die
haufig mit E. coli oder T. pyogenes assoziiert sind, zeigten. Gabler et al. (2009) fanden in
endometrialen Cytobrushproben aus Kihen mit subklinischer Endometritis und chronischer
Endometritis drei Wochen postpartum eine erhdhte IL1A-mRNA-Expression im Vergleich zu
gesunden Kuhen. Eine erhodhte IL6- und IL8-mRNA-Expression konnte in Proben aus
entziindetem Endometrium von Kihen zwei Wochen postpartum gefunden werden
(Chapwanya et al. 2009; Gabler et al. 2010). Dies verdeutlicht, dass nicht nur Pathogene,
sondern auch potentiell Pathogene am Entzindungsgeschehen im bovinen Uterus

postpartum beteiligt sein kdnnen.

4.2.5 CXC-Chemokin-Liganden 1 -3

Neben IL8 locken auch die Chemokine CXCL1-3 neutrophile Granulozyten zum Ort der
Entzindung oder des Gewebeschadens (Addison et al. 2000). In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass CXCL1-3 in Proben von Kihen mit entzindetem Endometrium hoher
exprimiert wurde als im Endometrium von gesunden Kuhen (Gartner et al. 2016).
Signifikante Unterschiede in der mRNA-Expression waren bei subklinischer Endometritis fur
CXCL1/2 und CXCR2 vorhanden im Vergleich zur Kontrolle, bei chronischer Endometritis fur
CXCL3, was als potentielle Marker furr diese Erkrankungen genutzt werden kdnnte. Ahnliche
Ergebnisse fanden Peter et al. (2015). Im ersten Untersuchungszeitraum (24 — 30 Tage
postpartum) wurde eine signifikante Erhdhung der CXCL1/2-Expression in
Endometriumsproben von Kiihen mit subklinischer Endometritis im Vergleich zu gesunden
Kidhen nachgewiesen. Im vierten Untersuchungszeitraum (45 — 51 Tage postpartum) konnte
dies nicht nur bei subklinischer Endometritis, sondern auch bei chronischer Endometritis
gezeigt werden. Eine erhdhte Induktion der CXCL3-Expression konnte fur diese beiden
Untersuchungszeitraume bei chronischer Endometritis nachgewiesen werden.

In vitro konnte eine erhdhte mRNA-Expression in bovinen endometrialen Epithelzellen nach
Kokultivierung mit B. pumilus gezeigt werden (Gartner et al. 2016). Dies steht in Einklang
mit Ergebnissen von murinen endometrialen Epithelzellen, die nach Stimulation mit LPS, das

aus E. coli gewonnen wurde, eine Erhéhung der CXCL1-Expression im Vergleich zur
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Kontrolle zeigten (Sheldon und Roberts 2010). AuRerdem konnte in endometrialen
Epithelzellen von Frauen, die an chronischer Endometritis litten, in vivo sowie in vitro eine
erhohte CXCL1-Expression verglichen mit gesunden Frauen festgestellt werden (Kitaya und
Yasuo 2010).

4.2.6 Prostaglandin E; und Fy,

Die Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2  wird unter anderem durch die
Entzindungsfaktoren IL1, IL6 und IL8 induziert (Morita 2002). Sie ist ein Schlisselenzym in
der Produktion von PGE, und PGF,, (Williams und Dubois 1996) Es konnte in friiheren
Studien gezeigt werden, dass die PTGS2-Expression und Produktion von Prostaglandinen
durch pathogene Bakterien beeinflusst wird. Die Kokultivierung boviner endometrialer Zellen
mit E. coli oder LPS flihrte zu einer vermehrten Bildung von PTGS2-mRNA sowie zur
Freisetzung von PGE, und PGF,, aus den Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (Herath et al.
2006). In einer neueren Studie konnten Peter et al. (2015) in bovinen endometrialen
Cytobrushproben, die Kihen mit chronischer Endometritis 45 bis 51 Tage postpartum
entnommen wurden, im Vergleich zu gesunden Kiihen eine signifikant erhéhte mRNA-
Expression von PTGS2 nachweisen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind mit diesen
Resultaten vergleichbar. Es konnte eine vermehrte Bildung von PTGS2-mRNA in bovinen
endometrialen Epithelzellen nach Kokultivierung mit L. ruminis, L. amylovorus und B. pumilus
nachgewiesen werden (Gartner et al. 2015; Gartner et al. 2016). Dabei bewirkte B. pumilus
unter den untersuchten Bakterien die starkste Erhéhung der PTGS2-mRNA-Expression in
den kokultivierten Epithelzellen. Eine vermehrte Freisetzung von PGF,, aus den
kokultivierten Zellen konnte L. amylovorus bewirken, die Bildung von PGE; blieb jedoch unter
der Detektionsgrenze. Ebenso konnten Baranski et al. (2013) in endometrialen
Cytobrushproben von Kiihen mit chronischer Endometritis eine erhdhte PGF,.-Synthese
zeigen. Eine erhdhte Produktion von PGE, wurde dagegen in den Proben von Kihen mit
subklinischer oder chronischer Endometritis nachgewiesen. Einen Wechsel von der
Synthese von PGF,, zu PGE, konnte in einer anderen Studie nach der Behandlung von
bovinen Endometriumszellen mit LPS gezeigt werden (Herath et al. 2009). Dieser
Mechanismus kdnnte bei Kuhen fur eine verlangerte Lutealphase nach uteriner Infektion mit
Pathogenen verantwortlich sein, die sich negativ auf die Fruchtbarkeit der betroffenen Tiere
auswirken kann (Sheldon et al. 2009b).
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl autochthone, aus dem
Uterus des Rindes isolierte Lactobacillus spp., die als nicht pathogen angesehen werden, als
auch der potentiell pathogene B. pumilus in der Lage sind, eine erste Immunantwort in
bovinen endometrialen Epithelzellen hervorzurufen. Dabei kénnte der Unterschied in der
Expression von pro-inflammatorischen Faktoren bei der Kokultivierung mit Kommensalen
oder potentiell pathogenen Bakterien auf die Fahigkeit des Endometriums hinweisen, auf die
jeweilige Pathogenitat der umgebenden bakteriellen Mikrobiota unterschiedlich stark zu
reagieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen den Schluss nahe, dass die Applikation von
Milchsaurebakterien zur Aufrechterhaltung bzw. Wiedererlangung der Gesundheit des
Reproduktionstraktes und einer verbesserten Fruchtbarkeit von Milchkihen beitragen
konnte. Dafir kénnte eine uterine Applikation von L. buchneri prophylaktisch nach dem
Abkalben bzw. bei der Diagnose einer subklinischen Endometritis eingesetzt werden. Fur
dieses Ziel sind noch weitere Studien notwendig, um die Wirksamkeit und Vertraglichkeit von
L. buchneri in diesen Indikationen zu belegen. In dieser Arbeit konnten fir diesen Ansatz

grundlegende Erkenntnisse gewonnen werden.
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5 Zusammenfassung

Nach dem Abkalben tritt haufig eine bakterielle Einwanderung in den Uterus des Rindes auf,
die zu Krankheiten wie Metritis, chronischer oder subklinischer Endometritis fihren kann.
Dabei stellt das Endometrium die erste physikalische Barriere flr eingedrungene Bakterien
dar und ist beteiligt an der Antwort des angeborenen Immunsystems durch die Produktion
von Zytokinen, um polymorphkernige neutrophile Granulozyten und Makrophagen
anzulocken und zu aktivieren. Das Augenmerk der Forschung lag bisher in diesem
Zusammenhang auf pathogenen Bakterien, die uterine Erkrankungen beim Rind hervorrufen
koénnen. Der Einfluss von kommensalen und potentiell pathogenen Bakterien auf das bovine
Endometrium ist dagegen weitgehend unerforscht. Ziel des Forschungsprojektes war es
daher, potentiell pathogene Bakterien sowie kommensale Lactobacillus spp. aus dem
bovinen Uterus zu isolieren und zu charakterisieren. Die inflammatorische Immunantwort des
Endometriums sollte in vitro und fir bestimmte Entziindungsfaktoren in vivo untersucht
werden.

Nicht-trachtigen, gesunden Kuhen wurden mittels Cytobrushmethode endometriale Proben
entnommen und daraus bakterielle Isolate gewonnen. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das
pathogene Potential von den autochthonen lIsolaten Bacillus pumilus, Staphylococcus
succinus und Weissella paramesenteroides verglichen, um eine erste Immunantwort des
bovinen Endometriums auf eine bakterielle Infektion in vitro zu untersuchen. B. pumilus
verursachte innerhalb von 24 Stunden den Zelltod kokultivierter Epithelzellen und wurde als
der potentiell pathogenste Kandidat fir weitere in vitro Versuche ausgewahilt.

Bovine endometriale Epithelzellen wurden mit B. pumilus in unterschiedlicher Anzahl
(Multiplicity of infection (MOI) 1, 5 und 10) fir 2, 4 und 6 Stunden kokultiviert. Gesamt-RNA
wurde aus den kokultivierten Endometriumszellen isoliert. Mittels quantitativer reverser
Transkriptions-Polymerase Kettenreaktion (RT-gPCR) wurde die Quantifizierung der mRNA-
Expression der Entziindungsmediatoren Interleukin 1 alpha (IL1A), IL6, IL8, Prostaglandin-
Endoperoxid-Synthase 2 (PTGS2), der CXC-Chemokin-Liganden 1-3 (CXCL1-3), des CXC-
Chemokinrezeptors 2 (CXCR2), des Toll-like-Rezeptors 2 (TLR2) und TLR6 durchgefihrt.
Zum Vergleich mit der mRNA-Expression von Entzindungsfaktoren in vivo wurden
endometriale Cytobrushproben von gesunden Kuhen und Kihen mit subklinischer oder
chronischer Endometritis entnommen und mittels RT-gPCR analysiert. Die mRNA-
Expression von CXCL1/2 und CXCR2 war in Endometriumsproben von Kihen mit
subklinischer Endometritis und von CXCL3 bei Kihen mit chronischer Endometritis

verglichen mit Endometriumsproben von gesunden Kihen signifikant erhéht. B. pumilus
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verursachte vergleichbar zu den in vivo Ergebnissen eine signifikant erhdhte mRNA-
Expression von CXCL1-3, CXCR2, IL1A, IL6, IL8 und PTGS2 in den kokultivierten bovinen
endometrialen Epithelzellen verglichen mit Kontrollzellen. Die Entziindungsfaktoren zeigten
bereits nach zwei Stunden Kokultivierung mit B. pumilus in fast allen MOI die grofte
Erhéhung der mRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden verschiedene Milchsaurebakterien wie
Lactobacillus buchneri, L. ruminis, L. amylovorus, L. plantarum, L. similis, Weissella
paramesenteroides und Pediococcus pentosaceus aus endometrialen Proben nicht-
trachtiger, gesunder Kuhe identifiziert. Die autochthonen Isolate L. buchneri, L. ruminis und
L. amylovorus und ein kommerziell erhaltlicher L. vaginalis wurden in einer MOI von 1, 5 und
10 mit bovinen endometrialen Epithelzellen kokultiviert. Die Laktobazillen zeigten keinen
negativen Einfluss auf die Vitalitdt der kokultivierten Epithelzellen. Mittels RT-qPCR wurde
die Quantifizierung der mRNA-Expression von IL1A, IL6, IL8, PTGS2, TLR2 und TLR6 nach
2, 4 und 6 Stunden durchgeflthrt. Die Freisetzung von IL6, IL8, Prostaglandin E, (PGE,) und
PGF,, wurde mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder Enzyme
Immunoassay (EIA) nach 24 und 48 Stunden bestimmt.

L. ruminis und L. amylovorus bewirkten in den Epithelzellen eine gesteigerte mRNA-
Expression von IL1A, IL6, IL8 und PTGS2 sowie eine erhdhte Freisetzung von IL8 und
PGF,, im Vergleich zu Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu beeinflusste L. buchneri die
Expression und Freisetzung der untersuchten Faktoren nicht signifikant. Die mRNA-
Expression von TLR2 und TLR6 zeigte sich nach der Kokultivierung unverandert zu den
Kontrollzellen.

Die Ergebnisse der beiden Studien legen den Schluss nahe, dass sowohl potentiell
pathogene Bakterien als auch bestimmte Kommensale die angeborene Immunantwort in
bovinen endometrialen Epithelzellen auslosen konnen. Die Feststellung, dass L. buchneri
keine Immunantwort in kokultivierten endometrialen Epithelzellen ausldste, kénnte in der

Prophylaxe oder Therapie von uterinen Erkrankungen Verwendung finden.
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6 Summary

Evaluation of the influence of autochthonous potentially pathogenic bacteria and

lactobacilli on bovine endometrial cells in vitro

Bacterial invasion of the uterus, which is able to lead to diseases like metritis, clinical and
subclinical endometritis, is common in cattle after calving. The endometrium represents the
first physical barrier for invading bacteria and is involved in the innate immune response by
producing cytokines to attract and activate polymorphonuclear neutrophil granulocytes and
macrophages. So far, the focus of research in this context has been on pathogenic bacteria
that can cause uterine bovine diseases. However, the influence of commensal and
potentially pathogenic bacteria on the bovine endometrium is mainly unknown. Therefore, the
aim of the research project was to isolate and characterize potentially pathogenic bacteria
and commensal Lactobacillus spp. from the bovine uterus. The inflammatory immune
response of the endometrium was examined in vitro and for selected inflammatory factors in
vivo.

Endometrial samples were collected from non-pregnant healthy cows by using the cytobrush
method and out of them bacterial isolates were gained. In the first part of this project, the
pathogenic potential of the autochthonous isolates Bacillus pumilus, Staphylococcus
succinus, and Weissella paramesenteroides was examined to reveal a first immune
response to a bacterial infection of the bovine endometrium in vitro. B. pumilus caused cell
death of co-cultured epithelial cells within 24 h and was selected as the potentially most
pathogenic candidate for further in vitro experiments.

Bovine endometrial epithelial cells were co-cultured with B. pumilus at a multiplicity of
infection (MOI) of 1, 5, and 10 for 2, 4 and 6 h. Total RNA was isolated from co-cultured
endometrial cells and subjected to quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-qPCR) for quantification of the mRNA expression of the inflammatory mediators
interleukin 1 alpha (IL1A), IL6, IL8, prostaglandin endoperoxide synthase 2 (PTGS2), CXC
chemokine ligands 1-3 (CXCL1-3), CXC chemokine receptor 2 (CXCR2), Toll-like receptor 2
(TLR2) and TLR6.

Endometrial cytobrush samples from healthy cows and cows with subclinical or clinical
endometritis were collected for comparison with the mRNA expression of inflammatory
factors in vivo and analyzed by using RT-gPCR. CXCL1/2 and CXCR2 mRNA expression
was significantly increased in endometrial samples from cows with subclinical endometritis

and CXCL3 in cows with clinical endometritis compared to endometrial samples from healthy
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cows. Comparable to the in vivo results, B. pumilus caused a significantly increased mRNA
expression of CXCL1-3, CXCR2, IL1A, IL6, IL8, and PTGS2 in co-cultured bovine
endometrial epithelial cells compared to control cells. The inflammatory factors showed the
highest increase of MRNA expression in almost all MOI after only two hours of co-cultivation
with B. pumilus compared to the control.

In the second part of this work, various lactic acid bacteria such as Lactobacillus buchneri,
L. ruminis, L. amylovorus, L. plantarum, L. similis, Weissella paramesenteroides and
Pediococcus pentosaceus were identified from endometrial samples from non-pregnant
healthy cows. The autochthonous isolates L. buchneri, L. ruminis and L. amylovorus and a
commercially available L. vaginalis were co-cultured with bovine endometrial epithelial cells
at a MOl of 1, 5, and 10. The lactobacilli showed no negative impact on the viability of the co-
cultured epithelial cells. By using RT-gPCR, quantification of the mRNA expression of IL1A,
IL6, IL8, PTGS2, TLR2 and TLR6 was performed after 2, 4, and 6 h. The release of IL6, IL8,
prostaglandin E, (PGE,) and PGF,, was measured by using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) or enzyme immunoassay (EIA) after 24 h and 48 h.

L. ruminis and L. amylovorus caused in the epithelial cells increased mMRNA expression of
IL1A, IL6, IL8, and PTGS2 as well as a higher release of IL8 and PGF,, compared to control
cells. In contrast, L. buchneri did not significantly affect the expression and release of the
examined factors. The mRNA expression of TLR2 and TLR6 was unaffected after co-culture
compared to the control cells.

The results of the two studies suggest that potentially pathogenic bacteria as well as distinct
commensals may induce an innate immune response in bovine endometrial epithelial cells.
The finding that L. buchneri elicits no immune response in co-cultured endometrial epithelial

cells could be used in the prophylaxis or therapy of uterine diseases.
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